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There are ancient cathedrals which, apart from their consecrated purpose, inspire 
solemnity and awe. Even the curious visitor speaks of serious things, with hushed 
voice, and as each whisper reverberates through the vaulted nave, the returning echo 
seems to bear a message of mystery. The labor of generations of architects and 
artisans has been forgotten, the scaffolding erected for the toil has long since been 
removed, their mistakes have been erased, or have become hidden by the dust of 
centuries. Seeing only the perfection of the completed whole, we are impressed as by 
some superhuman agency. But sometimes we enter such an edifice that is still partly 
under construction; then the sound of hammers, the reek of tobacco, the trivial jests 
bandied from workman to workman, enable us to realize that these great structures 
are but the result of giving to ordinary human effort a direction and a purpose. 
Science has its cathedrals built by the efforts of a few architects and many workers... 
 
Gilbert Newton Lewis 









Il n’y a guère au monde un plus bel  
excès que celui de la reconnaissance 
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Los daños en la macromolécula de ADN pueden dar lugar a cambios en la expresión 
genética, inhibición de la división celular o conducir a su muerte,1, 2, 3 pudiendo introducir 
errores (mutaciones) en el código genético.4 Por eso, el estudio de los mecanismos químicos 
que conducen a cambios en el ADN es importante, no solo por su intrínseco interés sino 
también por sus múltiples proyecciones en campos como Química Médica, Toxicología y 
Biotecnología.5, 6 
 Los agentes alquilantes son carcinógenos primarios de acción directa.7 Numerosos 
agentes cancerígenos no alquilantes per se sólo son efectivos tras haberse metabolizado 
hasta especies alquilantes.8, 9, 10 
 El hallazgo de Magee y Barnes11 de que la adición de nitrosodimetilamina a los 
alimentos suministrados a ratas induce la aparición de cáncer hepático y el descubrimiento 
posterior de la capacidad alquilante de numerosos nitrosocompuestos abrió un amplio 
horizonte a la investigación sobre los mecanismos de formación de estas especies y sus 
efectos biológicos. En los años sesenta Magee et al. demostraron que la nitrosodimetilamina 
conduce enzimáticamente a un efectivo agente metilante,12, 13 lo que centró el interés de la 
comunidad científica en los mecanismos de carcinogénesis por alquilación de proteínas y 
ácidos nucleicos. 
                                                          
1 Norbury, C. J.; Hickson, I. D. Cellular responses to DNA damage. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2001, 41, 
367-401 
2 Rouse, J.; Jackson, S. P. Interfaces between the detection, signaling and repair DNA damage. Science 2002, 
297, 547-551 
3 Guengerich, F. P. Interactions of carcinogenic-bound DNA with individual DNA polymerases. Chem. Rev. 
2006, 106, 420-452 
4 Gates, K. S. Covalent modification of DNA by natural products. En: Comprehensive Natural Products 
Chemistry. Pergamon: New York, 1999. 
5 Wolkenberg, S. E.; Boger, D. L. Mechanisms of in situ activation for DNA–targeting antitumor agents.  
Chem. Rev. 2002, 102, 2477-2495 
6 Hurley, L. H. DNA and its associated processes as targets for cancer therapy. Nat. Rev. Cancer 2002, 2, 188-
200 
7 Lawley, P. D. Chemical Carcinogens. Am. Chem. Soc.: Washington DC, 1984; Vol. 1, p 428 
8 González-Mancebo, S.; Gaspar, J.; Calle, E.; Pereira, S.; Mariano, A.; Rueff, J.; Casado, J. Stereochemical 
effects in the metabolic activation of nitrosopiperidines: correlations with genotoxicity. Mutat. Res. Genet. 
Toxicol. Environ. Mutagen. 2004, 558, 45-51 
9 Flesher, J. W.; Horn, J.; Lehner, A. F. 9–sulfooxymethylanthracene is an ultimate electrophilic and 
carcinogenic form of 9–hydroxylmethylanthracene. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1998, 251, 239-243 
10 Flesher, J. W.; Horn, J.; Lehner, A. F. Carcinogenicity of 1–hydroxyl–3–methylcholanthrene and its 
electrophilic sulfate ester 1–sulfooxy–3–methylcholanthene in Spague–Dawley rats. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 1998, 243, 30-35 
11 Magee, P. N.; Barnes, J. M. The production of malignant primary hepatic tumours in the rat by feeding 
dimethylnitrosamine. Br. J. Cancer 1956, 10, 114-122 
12 Magee, P. N.; Hultin, T. Toxic liver injury and carcinogenesis. Methylation of proteins of rat–liver slices 
by dimethylnitrosamine in vitro Biochem. J. 1962, 83, 106-114 
13 Magee, P. N.; Farber, E. Toxic liver injury and carcinogenesis. Methylation of rat–liver nucleic acids by 
dimethylnitrosamine in vivo. Biochem. J. 1962, 83, 114-124 




 Desde esas fechas los biólogos han centrado su atención en la capacidad 
cancerígena de los nitrosocompuestos14 mientras que los químicos han investigado 
principalmente sus mecanismos de formación15, 16, 17, 18, 19, 20 y las vías de bloqueo/inhibición 
de los mismos.21, 22, 23, 24 Actualmente se sabe que algunos nitrosocompuestos se 
descomponen o son metabolizados in vivo para formar electrófilos que dañan el ADN. Se 
admite que estos mecanismos son responsables de los efectos mutágenos y citotóxicos de 
los nitrosocompuestos.25, 26 
 En este contexto, el trabajo de nuestro grupo en los últimos años se viene 
enfocando sobre tres objetivos: 
1. Estudio de mecanismos de nitrosación de substratos lineales y cíclicos27, 28, 29 y búsqueda 
de correlaciones estructura/actividad en nitrosaminas.30 Al estudiar la nitrosación de 
                                                          
14 Mirvish, S. S. Role of N–nitrosocompounds (NOC) and N–nitrosation in etiology of gastric, esophageal, 
nasopharyngeal and bladder cancer and contribution to cancer of known exposures to NOC. Cancer Lett. 
1995, 93, 17-48 
15 Williams, D. L. Nitrosation Reactions and the Chemistry of Nitric Oxide. Elsevier: Amsterdam, 2004. 
16 Casado, J. Nitrosation Reactions. En: Fast Reactions in Solution. Discussion Group. The Royal Society of 
Chemistry, Annual Meeting: Liverpool, 1994. 
17 Casado, J. Chemistry of nitrosation reactions in solution. Invited lecture. Universität Leipzig, Institut für 
Physikalische und Theoretische Chemie: Alemania, 1997. 
18 Casado, J., Mecanismos de alquilación y potencial mutágeno. Conferencia Inaugural, XIII Reunión Científica 
de la Sociedad Española de Mutagénesis Ambiental: Segovia, 2004. 
19 Casado, J. Nitrosation of amino acids as a precursor of alkylation mechanisms. Reactivity of lactones. Invited 
Keynote, SIMEC06: Sevilla, 2006. 
20 Casado, J. Reactividad de agentes alquilantes y nitrosantes de interés biológico. Conferencia Invitada: 
Universidad de la República, Montevideo, 2011. 
21 Archer, M. C. N–Nitroso Compounds: Occurrence, Biological Effects and Relevance to Human Cancer. IARC Sci. 
Pub. Nº 57: Lyon, 1984 
22 González-Mancebo, S.; Calle, E.; García-Santos, M. P.; Casado, J. Inhibition of Nitrosation by Steric 
hindrance. J. Agric. Food Chem. 1997, 45, 334-336 
23 González-Mancebo, S.; Lacadena, J.; García-Alonso, Y.; Hernández-Benito, J.; Calle, E.; Casado, J. 
Nitrosation of phenolic compounds: effects of alkyl substituents and solvent. Monatsh. Chem. 2002, 133, 
157-166 
24 Loeppky, R. N.; Bao, Y. T.; Bae, J.; Yu, L.; Shevlin, G. Nitrosamines and Related N–Nitrosocompounds: 
Chemistry and Biochemistry. American Chemical Society: Washington DC, 1994 
25 Galtress, C. L.; Morrow, P. R.; Nag, S.; Smalley, T. L.; Tschantz, M. F.; Vaughn, J. S.; Wichems, D. N.; 
Ziglar, S. K.; Fishbein, J. C. Mechanism of the solvolytic decomposition of the carcinogen N–methyl–N`–
nitro–N–nitrosoguanidine in aqueous solution. J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 1406-1411 
26 Lewis, R. S.; Tannenbaum, S. R.; Deen, W. M. Kinetics of N–nitrosation in oxygenated nitric oxide 
solutions at physiological pH: role of nitrous anhydride and effects of phosphate and chloride. J. Am. 
Chem. Soc. 1995, 117, 3933-3939 
27 Calle, E.; Casado, J.; Cinos, J. L.; Mateos, F. J.; Tostado, M. Formation of nitrosamines in alkaline 
conditions: A kinetic study of the nitrosation of linear and cyclic secondary amines by alkyl nitrites. J. 
Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1992, 987-991 
28 García-Santos, M. P.; Calle, E.; González-Mancebo, S.; Casado, J. Kinetics of the aminolysis and 
hydrolysis of alkyl nitrites: Evidence for an orbital–controlled mechanism. Monatsh. Chem. 1996, 127, 997-
1003 
29 Casado, J.; González-Alatorre, G.; Izquierdo, C.; Brunner, C. The Nitrosation of N–alkylureas: evidence 
for a proton transfer. Int. J. Chem. Kinet. 1996, 28, 301-313 
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aminoácidos con grupo amino secundario se demostró que, junto a la nitrosación por NO+ 
y N2O3, interviene un mecanismo que implica la formación inicial de un aminocarboxilato 
de nitrosilo, seguida de migración intramolecular del grupo NO.31, 32, 33, 34 
2. Estudio de mecanismos conducentes a la degradación de nitrosocompuestos o a inhibir 
su formación.35, 36, 37  
3. Estudio de mecanismos de alquilación. Se ha trabajado con substratos precursores de N-
nitrosocompuestos que pueden dar lugar a mecanismos de alquilación.  
 La nitrosación de aminoácidos con grupo –NH2 es muy interesante. Se sabía que 
conduce a la formación de especies mutágenas, pero se desconocía su naturaleza.38, 39 
Ejemplo significativo es la nitrosación del dipéptido aspartamo, éster metílico de la L–
aspartil–L–fenilalanina, edulcorante bajo en calorías de amplio uso. 
 El estudio en nuestro grupo de trabajo de los mecanismos de nitrosación de 
aminoácidos primarios ha revelado que los productos resultantes son lactonas, algunas de 
las cuales son activos agentes mutágenos/cancerígenos.40, 41 
 Hasta ahora se ha investigado el potencial alquilante de seis lactonas: 
β−propiolactona (BPL), β−butirolactona (BBL), γ−butirolactona (GBL), δ−valerolactona 
(DVL), α−angélicalactona (AAL) y furanona (FUR).42 
                                                                                                                                                                          
30 Vera, A.; Montes, M.; Usero, J. L.; Casado, J. Quantitative structure–reactivity relationship study of the 
biophysicochemical behavior of nitrosamine. J. Pharm. Sci. 1992, 81, 791-796 
31 Casado, J.; Castro, A.; Leis, J. R.; Mosquera, M.; Peña, M. E. The mechanism of the nitrosation of α-amino 
acids: evidence for an intramolecular pathway. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2 1985, 1859-1864 
32 Gil, R.; Casado, J.; Izquierdo, C. The Nitrosation of aminoacids. Int. J. Chem. Kinet. 1994, 26, 1167-1178 
33 Gil, R.; Casado, J.; Izquierdo, C. Structural effects of the N–nitrosation of aminoacids. Int. J. Chem. Kinet. 
1997, 29, 495-504 
34 García-Prieto, J. C.; Mateos, R.; Calle, E.; Casado, J. Inhibition of Nitrosation by the reaction medium. J. 
Agric. Food Chem. 1998, 46, 3517-3520 
35 González-Mancebo, S.; García-Santos, M. P.; Hernández-Benito, J.; Calle, E.; Casado, J. Nitrosation of 
phenolic compounds: inhibition and enhancement. J. Agric. Food Chem. 1999, 47, 2235-2240 
36 Fiz, N.; Usero, J. L.; Casado, J. Photolysis of N – nitrosamines in neutral media. Int. J. Chem. Kinet. 1993, 
25, 341-351 
37 Meier, I.; Shephard, S. E.; Lutz, W. K. Nitrosation of aspartic acid, aspartame and glycine ethylester. 
Alkylation of 4–(p–nitrobenzyl)pyridine (NBP) in vitro and binding to DNA in the rat. Mutat. Res. 1990, 
238, 193-201 
38 Shephard, S. E.; Hegi, M.; Lutz, W. K. In vitro assays to detect alkylating and mutagenic activities on 
dietary components nitrosated in situ. En: The relevance of N–nitroso compounds to human cancer. Publication 
Nº 84; IARC: Lyon, 1987 
39 García-Santos, M. P.; González-Mancebo, S.; Hernández-Benito, J.; Calle, E.; Casado, J. Reactivity of 
aminoacids in nitrosation reactions and its relation to the alkylating potential of their products. J. Am. 
Chem. Soc. 2002, 124, 2177-2182 
40 García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. Amino acid nitrosation products as alkylating agents. J. Am. 
Chem. Soc. 2001, 123, 7506-7510 
41 García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. A method for the kinetic study of amino acid nitrosation 
reactions. Polyhedron 2003, 22, 1059-1066 






Figura 1.1. Capacidad alquilante de las lactonas. 
 
La Figura 1.1 muestra en términos comparativos la capacidad alquilante de α−, β− y 
γ− lactonas. Se observa que las lactonas formadas en la nitrosación de los aminoácidos más 
importantes biológicamente son también las de más alto potencial alquilante.  
 Se ha comprobado así la existencia de correlación entre capacidad alquilante de las 
lactonas y su potencial mutágeno/cancerígeno (Tabla 1.1). 
 
Tabla 1.1. Potencial alquilante de la β−propiolactona, β−butirolactona, γ−butirolactona,  
δ−valerolactona y capacidad mutágena/cancerígena. 
Lactona 
Reactividad química Carcinogenia 
10 kalq (35 ºC) 
(M-1 cm-1)43 
Dosis Nº de tumores / Nº de animales 
BPL 8,2 ± 0,3 4 13/20 
BBL 0,78 ± 0,04 100 9/20 
GBL 
No reaccionan Inactivos como carcinógenos 
DVL 
 
 En contraste con el comportamiento de esas lactonas, se sabe empíricamente que la 
α-angélicalactona (AAL) ‘a naturally occurring compound, even at relatively low concentrations may 
exert chemo-preventive effects’.44 
                                                                                                                                                                          
42 Manso, J. A. Estudio cinético del potencial alquilante de lactonas y N–alquil–N–nitrosoureas. Grado de 
Salamanca, Universidad de Salamanca, 2007 
43 Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. A kinetic approach to the 
alkylating potential of carcinogenic lactones. Chem. Res. Toxicol. 2005, 18, 1161-1166 
44 Huber, W. W.; McDaniel, L. P.; Kaderlik, K. R.; Teitel, C. H.; Lang, N. P.; Kadlubar, F. F. Chemoprotection 
against the formation of colon DNA adducts from the food–borne carcinogen 2–amino–1–methyl–6–
phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) in the rat. Mutat. Res. Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1997, 376, 115-122 
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  Se ha comprobado en ratones de experimentación que la incorporación de 
α−angélicalactona a la dieta inhibe la formación de aductos en pulmones e hígado entre 
metabolitos del cancerígeno benzopireno, administrado previamente, y el ADN de los 
tejidos. Por ello se ha investigado el potencial alquilante de la α−angélicalactona sobre el 
substrato NBP, 4–(p–nitrobencil)piridina, molécula trampa de agentes alquilantes –de 
nucleofilia análoga a la de las bases del ADN– también utilizado con las demás lactonas. 
Los resultados muestran que la reacción de formación del aducto AAL-NBP es 900 mil 
veces más rápida que la del aducto BPL-NBP (∆‡Go = 52 y 87 kJ mol-1, respectivamente)45, 
siendo la β−propiolactona, la más cancerígena de las lactonas. El seguimiento cinético, 
mediante la técnica de flujo detenido, ha mostrado que la formación de aductos por la 
α−angélicalactona transcurre a través de un entropy-strain-catalyzed mechanism originado por la 
temprana rotura del anillo lactónico. Los resultados cinéticos obtenidos con la 
α−angélicalactona son coherentes con su carácter quimioprotector.46  
 Entre el notable potencial carcinógeno de la β−propiolactona y el carácter 
quimioprotector de la α−angélicalactona se encuentra –en lo que a actividad biológica se 
refiere– la molécula 4–metilenoxetan–2–ona, (dicetena), no carcinógena. Van Duuren et al. 
lo atribuyeron a la rapidez de su reacción de hidrólisis y a su insolubilidad en agua.47, 48, 49 
Investigada en nuestro grupo la reactividad de esta molécula, tanto desde una perspectiva 
cinética experimental como mediante estudio in silico,50, 51, 52 se ha llegado a la conclusión de 
que la ausencia de carcinogenia se debe a la inestabilidad de los aductos que forma con las 
bases del ADN.  
 La toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad de los epóxidos ha suscitado 
también gran interés. Son alquilantes muy activos, de carcinogenia probada. Debido a sus 
                                                          
45 Fernández-Rodríguez, E.; Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. The 
unusual of α−angelicalactone to form adducts: a kinetic approach. Int. J. Chem. Kinet. 2007, 39, 591-594 
46 Agarwal, S. C.; Van Duuren, B. L.; Kneip, T. J. Detection of epoxides with 4–(p–nitrobenzyl)pyridine. 
Bull. Environ. Contam. Toxicol. 1979, 23, 825-829 
47 Van Duuren , B. L.; Langseth, L.; Goldschmidt, B. M.; Orris. L. Carcinogenicity of epoxides, lactones and 
peroxy compounds. VI. Structure and carcinogenic activity. J. Natl. Cancer Inst. 1967, 39, 1217-1228 
48 Van Duuren, B. L.; Sivak, A.; Katz, C.; Melchionne, S. Inhibition of tumor induction in two–stage 
carcinogenesis on mouse skin. Cancer Res. 1969, 29, 947-952 
49 Van Duuren, B. L.; Goldschmidt, B. M.; Kats, C.; Seidman, I.; Paul, J. S. Carcinogenic activity of alkylating 
agents. J. Natl. Cancer Inst. 1974, 53, 695-700 
50 Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Pérez-Prior, M. T; Manso, J. A.; Calle, E.; Casado, J. Chemical 
reactivity and biological activity of diketene. Chem. Res. Toxicol. 2008, 21, 1964-1969 
51 Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Pérez-Prior, M. T; Manso, J. A.; Calle, E.; Casado, J. Kinetic 
study of the neutral and base hydrolysis of diketene. J. Phys. Org. Chem. 2009, 22, 438 
52 Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Pérez-Prior, M. T.; Calle, E.; Casado, J. Computational study 
of the acid dissociation of esters and lactones. A case study of diketene. J. Org.  Chem., 2009, 74, 4943-4948 




numerosas aplicaciones industriales, se han convertido en los últimos años en moléculas de 
relevante interés para químicos y biólogos. 
 Sobre el óxido de estireno o derivados del mismo se han centrado numerosos 
estudios, más en el ámbito de sus efectos biológicos que sobre su reactividad química como 
agentes alquilantes. Por esta razón se ha abordado recientemente el estudio de la reactividad 
del óxido de p–nitroestireno (especie de bajo potencial mutágeno) como agente alquilante 
del substrato NBP. 53 Se ha encontrado que su potencial alquilante es similar al del agentes 
mutágenos tan efectivos como la β–propiolactona, explicándose su reducida mutagenicidad 
por la inestabilidad del aducto que forma con el substrato NBP. 
 El grupo de las N–alquil–N–nitrosoureas ofrece particular interés, por conocerse la 
existencia de correlación entre su capacidad alquilante y su tumorigenicidad.54  El estudio 
cinético de la capacidad alquilante de esta serie de compuestos ha mostrado que las 
reacciones de alquilación transcurren a través de mecanismos de control estérico, siendo 
significativo el hecho de que la nitrosación del substrato NBP por N–fenil–N–nitrosourea 
transcurre a través de un mecanismo distinto al de los demás términos de la serie, lo que 
explica su baja tumorigenicidad.55 
 Los ácidos mucohálicos, MXA (mucoclórico y mucobrómico), tienen una gran 
proyección medioambiental. Son genotóxicos y potenciales agentes cancerígenos que se 
forman en la cloración de aguas para consumo humano. Un estudio de la reactividad de 
estas especies desde la doble perspectiva cinética e in silico, ha permitido  interpretar los 
complejos mecanismos que condicionan la reactividad de esas especies.56, 57 
 La metodología seguida en nuestro grupo para investigar mecanismos de 
alquilación sobre el substrato de referencia NBP, ha mostrado su excelente adaptabilidad no 
solo para conocer la capacidad alquilante de electrófilos fuertes, sino también de moléculas 
de electrofilia débil, como los sorbatos, especies de notable interés industrial por su 
generalizado empleo como conservantes. Ha permitido también correlacionar reactividad 
                                                          
53 González-Pérez, M.; Gómez-Bombarelli, R.; Pérez-Prior, M. T.; Manso, J. A.; Céspedes-Camacho, I. F.; 
Calle, E.; Casado, J. Reactivity of p–nitrostyrene oxide as an alkylating agent. A kinetic approach to 
biomimetic conditions. Org. Biomol. Chem. 2011, 9, 7016-7022 
54 Lijinsky, W.; Winter, C. Skin tumors induced by painting nitrosoalkylureas on mouse skin. J. Cancer Res. 
Clin. Oncol. 1981, 102, 13-20 
55 Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Céspedes-Camacho, I. F.; 
García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. Alkylating potential of N–phenyl–N–nitrosourea. J. Phys. Org. 
Chem. 2009, 22, 386-389 
56 Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.;  Calle, E; Casado, J. Reactivity of mucohalic acids in water. 
Water Res. 2011, 45, 714-720 
57 Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Arenas-Valgañón, J.; Céspedes-Camacho, I. F.; Calle, E.; 
Casado, J. DNA–damaging disinfection byproducts: alkylation mechanism of mutagenic mucohalic acids.  
Environ. Sci. Technol., 2011, 45, 9009-9016 
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química (resultados cinéticos) y carácter mutágeno/cancerígeno (resultados biológicos/ 
bioquímicos) y, como se ha apuntado antes, interpretar cinéticamente el carácter 
quimioprotector (antimutágeno) de alguna especie alquilante. Para lograr una mejor 
comprensión –y posible control– de mecanismos de alquilación que dan lugar a 
mutagénesis/carcinogénesis, se han investigado reacciones que concurren con la de 
alquilación propiamente dicha: solvólisis de reactivos y productos y estabilidad de los 
aductos, principalmente. 
 Objetivo último del trabajo descrito en las líneas anteriores es lograr el mayor 
acercamiento posible a mecanismos de alquilación responsables de efectos patógenos. Ello 
aconseja abordar el estudio de tales mecanismos utilizando como substrato de alquilación 
no solo la molécula de referencia NBP, sino también otras que, como los nucleósidos, 
facilitan la aproximación a situaciones biomiméticas. Ese objetivo −que requiere el empleo 
de diferentes métodos cinéticos, adecuados a cada substrato− ha orientado la investigación 

































 Por nacer en espina  
la rosa, yo no siento 
que pierde, ni el buen vino 
por salir del sarmiento; 
ni vale el azor menos 
porque en vil nido siga, 
ni los buenos ejemplos 
porque judío los diga 










































2.1. Compuestos carbonílicos α,β−insaturados: Generalidades 
 
Las sustancias con un doble o triple enlace conjugado con un grupo carbonilo se 
conocen comúnmente como compuestos carbonílicos α,β−insaturados (figura 2.1).58 Estos 
compuestos tienen una considerable importancia industrial, ya que se utilizan como 
materias primas en la producción de plásticos, resinas, plaguicidas, colorantes y compuestos 
farmacéuticos. Están incluidos en la lista de compuestos químicos de Altos Volúmenes de 
Producción (HPV en inglés).59, 60 Pueden formarse en la combustión de material orgánico, 
gases de escape de vehículos automóviles, humo del tabaco, tuberías de conducción de 
gases y en algunas drogas.61 También pueden generarse en la degradación de la lignina y del 
ácido húmico, como productos de la peroxidación endógena lipídica o durante el 




Figura 2.1. Estructura de los compuestos carbonílicos α,β−insaturados 
 
En la última década se ha encontrado que, durante el proceso de cocinado de 
alimentos y como consecuencia de reacciones de Maillard, se generan diversos compuestos 
α,β−insaturados.66, 67 La figura 2.2 muestra esquemáticamente su formación. 
 
                                                          
58 Smith, M. B. Organic chemistry: an acid–base approach. 1ra ed.; CRC Press: Boca Ratón, Florida. 2010  
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60 Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), 2007. The 2007 OECD list of High 
Production Volume Chemicals. Environment, Health and Safety Division. Paris 
61 Marnett, L. J.; Hurd, H. K.; Hollstein, M. C.; Levin, D. E.; Esterbauer, H.; Ames, B. N. Naturally occurring 
carbonyl compounds are mutagens in Salmonella tester strain TA104. Mutat. Res. Fundam. Mol. Mech. 
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62 Eder, E.; Hoffman, C.; Bastian, H.; Deininger, C. Molecular mechanisms of DNA damaged initiated by 
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Perspect. 1991, 88, 99-106 
63 Eder, E.; Hoffman, C.; Deininger, C.; Scheckenbach, S. Risk assessment for mutagenic and carcinogenic 
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64 Frankel, E. N.; Neff, W. E.; Brooks, D. D.; Fujimoto, K. Fluorescence formation from the interaction of 
DNA with lipid oxidation degradation products. Biochim. Biophys. Acta 1987, 919, 239-244   
65 Marnett, L. Oxy radicals, lipid peroxidation and DNA damage. Toxicology 2002, 181, 219-222 
66 Stadler, R. H.; Verzegnassi, L.; Varga, N.; Grigorov, M.; Studer, A.; Riediker, S.; Schilter, B. Formation of 
vinylogous compounds in model Maillard reaction systems. Chem. Res. Toxicol. 2003, 16, 1242-1250 
67 Stadler, R. H.; Robert, F.; Riediker, S.; Varga, N.; Davidek, T.; Devaud, S.; Goldmann, T.; Hau, J.; Blank, I. 
In–depth mechanistic study on the formation of acrylamide and other vinylogous compounds by the 
Maillard reaction. J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 5550-5558  






Figura 2.2. Formación de compuestos α,β−insaturados en la reacción de Maillard 
 
Muchos compuestos α,β−insaturados se utilizan en la industria alimentaria como 
colorantes, saborizantes o como ingredientes activos de muchos alimentos.68 La figura 2.3 
muestra las estructuras de algunos de ellos. Su importancia industrial se ve reflejada en las 










Figura 2.3. Algunos compuestos α,β−insaturados utilizados en la industria alimentaria 
 
Los compuestos carbonílicos α,β−insaturados tienen dos sitios reactivos: el grupo 
carbonilo y el doble (o triple) enlace conjugado; el último presenta una deficiencia de carga 
que lo hace susceptible de reaccionar con grupos nucleófilos y de interactuar con 
macromoléculas biológicas mediante reacciones de adición de Michael.72, 73 
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2.2. Toxicidad de los compuestos carbonílicos α,β−insaturados 
2.2.1. Formación de aductos 
 
Para estudiar la toxicidad de estos compuestos es esencial  identificar y caracterizar 
los aductos que forman con proteínas o bases del ADN. Ya sea de manera exógena o 
endógena, los compuestos α,β−insaturados tienen capacidad de formar aductos con 
diversas proteínas. Cronin et al. escriben que “these compounds are particularly reactive and interact 
with electron-rich biological macromolecules, resulting in a wide range of adverse effects, including general 
toxicity, allergenic reactions, mutagenicity and carcinogenicity”.74 
Una de las interacciones más estudiadas ha sido con el tripéptido glutatión, de gran 
importancia en procesos de estrés oxidativo, siendo esta reacción la base de uno de los 
métodos más comunes de detoxificación de metabolitos. Los aldehídos α,β−insaturados 
muestran altos porcentajes de reacción con el glutatión, porcentajes  mayores en animales 
experimentales que en seres humanos.75 Como consecuencia de la formación de 
compuestos α,β−insaturados (mediante peroxidación lipídica), y de posterior interacción 
con el glutatión (estrés oxidativo), se producen muertes celulares y efectos pato-
fisiológicos.76 
Al presentarse bajas concentraciones de glutatión a nivel celular (generando una 
disminución en la eficiencia de los pasos de detoxificación), aumenta la probabilidad de que 
los compuestos α,β−insaturados reaccionen con componentes celulares (p.e. ADN, 
péptidos o proteínas). Los grupos de Esterbauer en Austria y de Uchida en Japón han 
estudiado la formación de aductos de compuestos α,β−insaturados con el grupo sulfhidrilo 
de la cisteína, el grupo ε−amino de la lisina y el grupo imidazol en la histidina.77, 78 Otros 
estudios con albúmina de suero bovino han permitido identificar, aislar y caracterizar los 
correspondientes aductos;79 algunos de ellos se muestran en la figura 2.4. 
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Figura 2.4. Aductos formados entre (a.) un derivado de la histidina y el crotonaldehído, 
(b.) el glutatión y el trans–4–hidroxi–2–hexenal, (c.) un 2,4–alcanodienal y el ácido tiobarbitúrico. 
 
El estrés oxidativo también ha mostrado ser causa de la formación de aductos con 
bases del ADN [ref. 65]. Mediante espectroscopia de fluorescencia se ha observado que los 
2–alquenales forman aductos in vitro e in vivo con el ADN. Pruebas con animales 
experimentales han mostrado la formación de aductos exocíclicos entre el trans–2–hexenal 
(producto de la peroxidación lipídica) y bases del ADN.80 También se han encontrado 
aductos con el (E)–2–hexenal,81, 82 2,4–hexadienal,83 crotonaldehído84, 85 y 4–hidroxi 
nonenal.86, 87 
Otros compuestos α,β−insaturados cuyo potencial alquilante y efectos sobre la 
salud han sido investigados son los haluros de vinilo, especialmente el cloruro y bromuro 
de vinilo. Uno y otro son potentes agentes alquilantes que forman aductos in vivo e in vitro 
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82 Schuler, D.; Eder, E. Detection of 1,N2–propanodeoxyguanosine adducts of 2–hexenal in organs of 
Fischer 344 rats by a 32P-post-labeling technique. Carcinogenesis 1999, 20, 1345-1350   
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con bases del ADN, bien per se o mediante sus metabolitos epóxidos.88, 89, 90, 91 La figura 2.5 
muestra las estructuras de algunos aductos con bases del ADN. 
 




Figura 2.5. Estructuras de algunos aductos de compuestos α,β−insaturados con bases del ADN 
(dR* = desoxirribosa) 
 
2.2.2. Mutagenia y carcinogenia 
 
 Los compuestos α,β−insaturados son altamente reactivos, tanto con proteínas 
como con bases del ADN. Tal reactividad implica consecuencias para la salud de los seres 
vivos. Witz afirma que “interactions of these reactive compounds with proteins and enzymes not only 
lead to cytotoxicity but can also contribute indirectly to genotoxicity”.92 No obstante, la falta de 
evidencia experimental sobre la formación de aductos con proteínas o ADN no presupone 
ausencia de mutagenia. 
 Desde hace muchos años se han estudiado ciertas propiedades de los compuestos 
α,β−insaturados que sugieren un papel importante en la formación de algunos cánceres 
humanos. En la década de los 90´s, Erwin Eder indicaba que “…to date all data published are 
consistent with the assumption that this widespread class of compounds represents a potential risk to human 
health”. Por ejemplo, se ha encontrado que muchos de estos compuestos inhiben la síntesis 
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Oncol. 1986, 112, 92-96 
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de ADN, ARN93, 94 y de la enzima ADN polimerasa95 o llegan a interactuar con la 
tubulina.96 
 Ciertos efectos genotóxicos se han encontrado al estudiar esta clase de compuestos: 
mutagenicidad en células bacteriales y eucariotas,97, 98, 99 formación de micronúcleos, rotura 
de cromátidas100 y cross–linking.101 Algunos de estos compuestos pueden llegar a causar 
diferenciación en las células epiteliales bronquiales, lo que contribuye a la iniciación de 
cáncer de pulmón (causado por el humo del tabaco). 
 Estudios con  animales de experimentación han mostrado que la toxicidad aguda 
(valores de LD50) de más de 50 compuestos α,β−insaturados es relativamente baja.
102, 103 
Investigaciones de bajo espectro (corto tiempo de análisis) han confirmado la baja actividad 
mutágena de algunos de esos compuestos. No obstante, en estudios de alto espectro 
(amplios periodos de tiempo) se han detectado efectos pronunciados en el organismo y 
aumento en las tasas de mortalidad. 
Ensayos in vitro de genotoxicidad de algunos aldehídos, ésteres y dienales 
α,β−insaturados han mostrado bajos efectos genotóxicos y citotoxicidad considerable. 
Esos ensayos se han hecho con linfocitos humanos, hepatocitos de ratas y diferentes 
cadenas de Escherichia coli y Salmonella tiphimurium.104, 105, 106  
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Ensayos in vivo han revelado mutagenicidad y carcinogenicidad significativas.107, 108 
Los compuestos α,β−insaturados pueden experimentar diferentes interacciones con 
el ADN, conducentes a respuestas genotóxicas y mutágenas. Entre los posibles 
mecanismos figuran la formación de aductos cíclicos, rotura de cadenas y cross–linking. 
Junto a esas interacciones pueden darse activaciones metabólicas (p. e. epoxidación, 
formación de radicales o activación de grupos amino). 
Es de interés señalar que los distintos protocolos sobre pruebas de actividad 
mutágena y carcinógena no permiten interpretar, de manera uniforme, los mecanismos de 
toxicidad de esta clase de compuestos insaturados. Por eso, como indica McKinney, 
“…there is an increased need to obtain information relating to the hazardous effects of such chemicals from 
molecular structure”.109  
Para soslayar exhaustivas pruebas de toxicidad, las llamadas Relaciones 
Cuantitativas de Estructura-Reactividad (QSAR en inglés) han adquirido gran desarrollo. 
Estos métodos permiten estimar (sin necesidad de experimentación) la mutagenia y/o 
carcinogenia de grupos de compuestos relacionados estructural y mecanísticamente. En el 
caso de los compuestos α,β−insaturados se han encontrado correlaciones que muestran un 
amplio espectro de actividades mutágenas dependientes de la estructura química del 
compuesto.110, 111 Entre las conclusiones significativas derivadas de este tipo de modelos 
pueden mencionarse las siguientes: 
- Un triple enlace terminal conjugado implica más toxicidad que un doble enlace. 
- Sustituyentes alquílicos en  posición α o β respecto al grupo carbonilo fomentan la 
mutagenia. 
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- Compuestos con >100 revertientes/mmol no presentan actividad mutágena 
significativa 
- Un aumento en el peso molecular produce disminución en la mutagenia. 
 
2.3. Nitrilos α,β−insaturados: el acrilonitrilo 
 2.3.1. Generalidades 
 
 El acrilonitrilo (2–propenonitrilo, cianuro de vinilo, CAS 107–13–1; figura 2.6) es 
un líquido estable, incoloro y de olor penetrante. Es soluble en agua y muy soluble en 
acetona, benceno, éter y etanol.112 Puede llegar a polimerizar espontáneamente en presencia 





Figura 2.6. Estructura del acrilonitrilo 
 
El doble enlace de esta molécula es susceptible de ataques nucleofílicos mediante 
reacciones de adición de Michael. Puede ser oxidado por el citocromo P–450 hasta óxido 
de 2–cianoetileno o glicidonitrilo.114  
A finales del siglo XIX el acrilonitrilo se obtenía por deshidratación de la acrilamida 
(o de la cianhidrina etilénica) con P2O5. Fue en la década de los 60´s cuando la empresa 
Sohio empezó a utilizar industrialmente la oxidación selectiva de propileno y amoníaco 
(actualmente, el proceso Sohio se utiliza en más del 90% de las industrias de producción de 
acrilonitrilo).115 Otra ruta de síntesis comercial fue la adición catalítica de cianuro de 
hidrógeno a acetileno, pero perdió interés desde 1970.116  
Para la determinación cuantitativa de acrilonitrilo se manejan técnicas de 
colorimetría,117 cromatografía de gases,118 HPLC119 y polarografía, útiles en una gran 
variedad de matrices. 
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La producción mundial de acrilonitrilo ha pasado de cerca de cien mil toneladas 
métricas en 1960 a más de seiscientas mil en 2006.120 Entre sus principales usos pueden 
mencionarse los siguientes: preparación de fibras acrílicas, resinas de acrilonitrilo–
butadieno–estireno (ABS) o  estireno–acrilonitrilo (SAN), cauchos de nitrilo y elastómeros. 
También se utiliza como precursor en la síntesis de intermedios como acrilamida y 
adiponitrilo (para la producción de nilón). 
El acrilonitrilo se descompone rápidamente en el aire y algo más despacio en 
medios acuosos (~2 semanas), por lo que la exposición ambiental de la población a este 
compuesto es baja. Sin embargo, se han  llegado a detectar cantidades significativas en el 
humo del tabaco.121, 122, 123  
A nivel industrial, los seres humanos están expuestos durante las distintas etapas de 
su producción y síntesis hasta su incorporación en los productos comerciales.124 
Exposiciones superiores a 500 ppm durante pocos minutos se consideran letales.125 Según 
algunos organismos gubernamentales de Europa y Estados Unidos, la cantidad de 
trabajadores potencialmente expuestos al acrilonitrilo es considerablemente alta, sobre todo 
en la producción de monómeros y fibras.  
La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha clasificado al 




                                                                                                                                                                          
118 Vassilaros, D. L.; Bzik, T. J.; Cara, C. A. Quantitative determination of acrylonitrile in an industrial 
effluent by ambient–temperature purge and trap capillary CG–MS and by heated purge and trap GC–FID. 
Environ. Sci. Technol. 1991, 25, 878-883   
119 Saroja, N.; Gowda, L. R.; Tharanathan, R. N. Chromatographic determination of residual monomers in 
starch–g–polyacrylonitrile and starch–g–polyacrylate. Chromatographia 2000, 51, 345-348 
120 Sesto, B.; Mori, H.; Yi, Z. 2007. Acrylonitrile. Chemical Economics Handbook. Marketing research report. 
http://www.sriconsulting.com/CEH/available_reports.html (acceso: Enero 25, 2011) 
121 Darral, K. G.; Figgins, J. A.; Brown, R. D.; Phillips, G. F. Determination of benzene and associated 
volatile compounds in mainstream cigarette smoke. Analyst 1998, 123, 1095-1101 
122 Miller, S. L.; Branoff, S.; Nazaroff, W. W. Exposure to toxic air contaminants in environmental tobacco 
smoke: an assessment for California based on personal monitoring data. J. Expo. Anal. Environ. Epidemiol. 
1998, 8, 287-311 
123 Fennell, T. R.; MacNeela, J. P.; Morris, R. W.; Watson, M.; Thompson, C. L.; Bell, D. A. Hemoglobin 
adducts from acrylonitrile and ethylene oxide in cigarette smokers: effects of glutathione S–transferase T1 
null and M1 null genotypes. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 2000, 9, 705-712  
124 Czeizel, A. E.; Szilvási, R.; Tímár, L.; Puho, E. Occupational epidemiological study of workers in an 
acrylonitrile using factory with particular attention to cancers and birth defects. Mutat. Res. Fundam. Mol. 
Mech. Mutagen. 2004, 547, 79-89  
125 Sakurai, H. Carcinogenicity and other health effects of acrylonitrile with reference to occupational 
exposure limit. Ind. Health 2000, 38, 165-180 
126 Basu, D.; Hsu, R.; Neal, M.; Santodonato, J.; Sugatt, R. Health Assessment Document for Acrylonitrile. Final 
Report. U. S. Environmental Protection Agency (EPA): Washington D. C., 2007; Vol. EPA/600/8–82/007F  




2.3.2. Estudios toxicológicos 
 
Para evaluar la toxicidad de un compuesto es necesario conocer su metabolismo y 
distribución en el cuerpo. Muchos compuestos orgánicos, potencialmente carcinógenos, no 
lo son directamente per se, sino que actúan a través de sus metabolitos.  
El metabolismo del acrilonitrilo transcurre por dos rutas diferentes: 1) conjugación 
directa con el glutatión y 2) epoxidación a glicidonitrilo. La figura 2.7 muestra de forma 




Figura 2.7. Rutas metabólicas del acrilonitrilo  
 
Algunos grupos de investigación han asociado la toxicidad del acrilonitrilo a la 
liberación de cianuro en algunas etapas de su metabolismo, tales como la generación de 
cianohidrina127 o por degradación del glicidonitrilo debido a hidrolasas epóxidas en 
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microsomas humanos y de ratas.128 Por otra parte, Appel indica que “based on the effectiveness 
of different antidotes (…) it was concluded that the acute toxicity of acrylonitrile resulted from its intrinsic 
biological reactivity, not from cyanide as metabolite”,129 lo que evidencia las divergencias respecto a 
este tema.  
Se ha encontrado que la epoxidación por el citocromo P–450 transcurre mediante 
una reacción de orden cero,130 mientras que la conjugación del glutatión sigue una cinética 
de orden dos.131, 132 
Las vías de administración influyen de manera considerable en el metabolismo del 
acrilonitrilo. Por ejemplo, la N–acetil–S–(2–cianoetil)cisteína es el principal metabolito 
detectado en la orina cuando la administración es intraperitoneal, no siéndolo si es por 
inhalación (75% frente a 8%). Si la administración es oral, la absorción tiene lugar en el 
tracto gastrointestinal, para luego distribuirse en otros tejidos.  
En los seres humanos el acrilonitrilo puede penetrar en el organismo por ingestión, 
inhalación o por absorción a través de la piel. Se sabe que el hígado es el sitio más 
importante de su metabolismo y que las células epiteliales pulmonares son capaces de 
metabolizarlo a glicidonitrilo.133 Incluso se ha reportado peroxidación lipídica en eritrocitos 
de personas ocupacionalmente expuestas al acrilonitrilo.134 
Aunque los ensayos que utilizan la orina son una buena herramienta para 
monitorizar la exposición al acrilonitrilo, los aductos con proteínas son biomarcadores 
toxicológicamente más relevantes. Al igual que otros carcinógenos, el acrilonitrilo forma 
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aductos con el N terminal de la valina en la hemoglobina, que pueden ser valorados 
mediante distintas técnicas cuantitativas.135, 136 
 
2.3.2.2. Mutagenia y carcinogenia 
 
 La actividad mutágena del acrilonitrilo se ha evaluado mediante una gran variedad 
de tests en procariotas (Salmonella typhimurium y Escherichia coli), eucariotas primitivas 
(Aspergillus y Saccharomyces cerevisiae), insectos (Drosophila melanogaster), plantas (Vicia faba), 
células de mamíferos, animales de ensayo o mediante observaciones en personas 
profesionalmente expuestas al compuesto. La mayoría de las investigaciones se hicieron en 
la década de los 80. 137, 138 El interés por el tema ha aumentado mucho en los últimos años, 
debido a la alta producción y variedad de usos del acrilonitrilo.139  
 El acrilonitrilo puede dar lugar a sustitución de pares de bases y mutaciones en los 
marcos de lectura en distintas cadenas de Salmonella typhimurium pero, como prerrequisito 
para la inducción de mutagenia, deben estar presentes sistemas de enzimas microsomiales 
(S9).140, 141 Mediante estudios en cadenas de Escherichia coli, el grupo de Venitt ha sugerido, 
que el acrilonitrilo podría actuar como mutágeno de acción directa.142 Whittaker et al. han 
reportado que dicho compuesto es incapaz de causar pérdida de cromosomas en 
Saccharomyces cerevisiae, debido a su actividad antimitocondrial.143 Otros estudios han 
mostrado que es un potente inductor de conversión génica mitótica y de mutaciones 
nucleares y mitocondriales. También se ha encontrado que es mutágeno en linfoblastos 
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humanos144 y que da lugar a inducción en el intercambio de cromátidas hermanas,145 
además de poseer actividad clastógena. 
Numerosos ensayos con animales han conducido –de manera significativa– al 
hallazgo de tumores en la glándula de Zymbal, papilomas estomacales y gliomas. Con seres 
humanos se han realizado diversos estudios epidemiológicos aunque, como indica 
Rothman, “…the combined information from these studies is insufficient to support confidence about a 
lack of carcinogenicity at all sites. Nevertheless, despite the flaws in some of the individual studies, the 
summarized findings offer reassurance that workers exposed to acrylonitrile face no striking increase in 
mortality for all cancer or for respiratory cancer”.146 Los resultados de estos estudios parecen no 
respaldar una relación causal entre exposición a acrilonitrilo y algún tipo de cáncer.147 
Además, se observa cierta discordancia, cualitativa y cuantitativa, al extrapolar resultados en 
animales de ensayo a seres humanos.148 
El último informe de la IARC indica que “there is inadequate evidence in humans for the 
carcinogenicity of acrylonitrile” y concluye que “acrylonitrile is possibly carcinogenic to humans (Group 
2B)”.149 La EPA lo clasifica como “probable human carcinogen”150 y la Comisión Europea 
señala: “It is concluded that acrylonitrile is unlikely to present a risk to workers/consumers due to physico-
chemical hazard”.151  
 
  2.3.2.2. Aductos con proteínas y ADN 
 
 Cuando se intenta conocer el riesgo genético de un compuesto químico para el ser 
humano y los estudios epidemiológicos son dificultosos (por ej. por exigir mucho tiempo), 
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el empleo de indicadores biológicos es una buena alternativa para estudiar esos daños 
genéticos y sus efectos. En el caso del acrilonitrilo, Peter y Bolt encontraron en la década 
de los 80 que esta molécula puede unirse covalentemente a proteínas microsomiales en 
hígado de ratas mediante alquilación directa en distintos sitios nucleófilos.152 Desde 
entonces se han encontrado e investigado reacciones de alquilación con el ADN, ARN y 
algunos polinucleótidos.153 
 El acrilonitrilo y su análogo epóxido son capaces de enlazarse con nucleófilos en 
biomoléculas, para formar aductos. En el caso del glicidonitrilo se ha encontrado que 
puede unirse irreversiblemente al ADN en timo de ternera, o a proteínas en el hígado y 
cerebro de ratas; no obstante, los límites de detección han sido relativamente bajos.154 
Incluso se ha llegado a presentar al glicidonitrilo como responsable directo de los efectos 
carcinógenos de la exposición a acrilonitrilo, aunque otros estudios han mostrado que los 
productos de la reacción con nucleótidos del ADN son inestables.155 Whysner et al. han 
postulado que la generación de tumores debida al acrilonitrilo se debe a la formación del 
aducto 8–oxodeoxiguanosina (daño oxidativo).156  
Se ha encontrado que el acrilonitrilo forma aductos con diversos péptidos,157 
pudiendo enlazarse a la hemoglobina in vitro e in vivo, para formar aductos cianoetil–, 
especialmente con residuos de cisteína y valina.158, 159 Esos aductos han sido muy útiles al 
estudiar la formación de acrilonitrilo en el humo del tabaco.160, 161 La alquilación del ADN 
en animales de ensayo es lenta a pH y temperatura fisiológicos, generando aductos 
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carboxietil– y cianoetil–. Aductos similares se han encontrado en reacciones con varios 
nucleósidos y 2–deoxinucleósidos.162, 163  
Es importante recalcar que la velocidad de reacción es mucho mayor con el 
glicidonitrilo que con el acrilonitrilo.   
 En la figura 2.8 se muestran las estructuras de algunos de los aductos ya 
identificados y caracterizados. 
 




Figura 2.8. Estructuras de aductos del acrilonitrilo con (a.) el péptido Val–Leu–Ser, (b.) el 
derivado pentafluorofeniltiohidantoína (PFPH), (c.) la deoxitimidina (dR* = deoxirribosa) 
 
2.4. Ácidos carboxílicos α,β−insaturados: el ácido acrílico 
 2.4.1. Generalidades 
 
El ácido acrílico (ácido 2–propenoico, CAS 79–10–7; figura 2.9) es un líquido 
incoloro a temperatura y presión ambiente, de olor acre. Su pKa = 4.25 revela que se 
encuentra predominantemente en forma ionizada. Es miscible con el agua y con la mayoría 
de disolventes orgánicos.164 Tiende a polimerizarse a altas temperaturas en presencia de luz 
o de compuestos que formen peróxidos o radicales libres;165 por ello ese necesario usar 
inhibidores en sus disoluciones.166 
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En 2003 la producción mundial de ácido acrílico alcanzó más de diez millones de 
toneladas métricas, con un crecimiento anual del 5%, que lo sitúa entre uno de los 
compuestos químicos más importantes de uso industrial.167  
El método más utilizado para fabricar ácido acrílico es la oxidación parcial del 
propano,168 aunque también puede hacerse por hidrólisis del acrilonitrilo. En los últimos 
años se han desarrollado métodos de síntesis que utilizan fuentes renovables, que  
minimizan las emisiones de CO2.
169 
El ácido acrílico posee una amplia variedad de aplicaciones industriales, aunque su 
uso primario (~70% del total) es la producción de esteres acrílicos y resinas, que se utilizan 
especialmente para recubrimientos y adhesivos. También se emplea en el tratamiento 
químico de aguas y como intermedio en la producción de detergentes. En los últimos años 




Figura 2.9. Estructura del ácido acrílico 
 
El ácido acrílico se forma de manera natural en una gran variedad de algas marinas 
(Chlorophyceae y Polysiphonia lanosa)171 y en fluidos del estómago de rumiantes (como resultado 
de la fermentación bacteriana de carbohidratos) También ha sido identificado, como 
especie antibacteriana, en ostras y pectínidos. 
Para la determinación de ácido acrílico en muestras de agua, aire y sistemas 
biológicos se han desarrollado métodos cuantitativos como cromatografía de gases, HPLC, 
cromatografía de intercambio iónico y polarografía.172, 173, 174 
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El ácido acrílico liberado a la atmósfera puede sufrir reacciones químicas 
(polimerización en presencia de O2) y fotoquímicas (reacciones con O3 para producir H2O2 
y ácido cítrico), teniendo una vida media menor de un mes. El que se libera en el agua, 
puede sufrir degradación microbiana o sufrir irradiación UV para generar aminoácidos. 
También se puede biodegradar aerobia o anaeróbicamente175, 176 
Sobre la exposición humana al ácido acrílico, no hay datos respecto a sus niveles en 
el aire, agua o suelos. No obstante, se cree que puede haber exposición a partir de 
productos como pinturas de esmalte, recubrimientos, adhesivos o plásticos, o bien en 
personas que vivan cerca de plantas de producción de ácido acrílico o de manufactura de 
esteres acrílicos y otros polímeros (aunque no existen datos sobre su concentración en el 
aire cerca de estas zonas). La exposición ocupacional es el medio más importante de 
exposición humana a este compuesto, sobre todo por inhalación y contacto con la piel.177 
 
2.4.2. Estudios toxicológicos 
 
Excepto algunos estudios in vitro sobre absorción a través de la piel,178 apenas hay 
datos sobre la distribución, metabolismo y eliminación de ácido acrílico en seres humanos.  
Pruebas en animales de ensayo han mostrado que el esta molécula se absorbe 
principalmente en el tracto gastrointestinal. Las mayores concentraciones se han 
encontrado en el hígado, intestino delgado y cerebro. Black et al. han encontrado que el 
ácido acrílico se absorbe y metaboliza rápidamente (~90% de la dosis administrada se 
elimina como CO2 en 24 horas).
179 
El paso metabólico del ácido acrílico, mediante la acriloil coenzima A, se da en la 
mitocondria. Consiste en reacciones análogas a la β−oxidación de los ácidos grasos. Se ha 
encontrado que el ácido 3–hidroxipropiónico y el N–acetil–S–(2–carboxietil)cisteína son 
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los metabolitos  mayoritarios excretados en la orina.180, 181 La figura 2.10 muestra, de manera 
esquemática, esta ruta metabólica.   
Sobre su toxicidad aguda, se ha encontrado que puede causar daños en ojos y fosas 
nasales, así como una toxicidad sistémica que llega a producir daños en riñones, hígado y 
pulmones (en animales de prueba).182 En el caso de los seres humanos estos efectos 




Figura 2.10. Esquema general de la ruta metabólica del ácido acrílico [Black et al.183]  
 
  2.4.2.1. Mutagenia, carcinogenia y formación de aductos 
 
 Pruebas de mutación bacteriana con distintas cadenas de Salmonella typhimurium (con 
y sin activación metabólica) dieron resultados negativos.184 Los ensayos de mutación 
genética en células de mamíferos también mostraron ausencia de actividad mutágena.  
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Estudios de aberraciones cromosómicas in vivo e in vitro y ensayos en linfomas de 
ratón también dieron resultados negativos. Los efectos citotóxicos y el tamaño de las 
colonias formadas no fueron significativos. 
 McCarthy et al. encontraron, en hepatocitos primarios de rata, que el ácido acrílico 
no induce la síntesis de ADN no programada (síntesis que ocurre fuera de la fase S del ciclo 
celular; el test mide la reparación del ADN tras la escisión y eliminación de segmentos 
dañados por agentes químicos). No observaron mutaciones en la prueba de letalidad 
recesiva ligada al sexo en Drosophila.185 También se han obtenido resultados negativos en 
pruebas de inducción de micronúcleos.186  
Sobre la carcinogenia del ácido acrílico, estudios realizados con animales han 
mostrado que no posee actividad carcinógena ni neurotóxica apreciable. Tampoco se han 
observado efectos en la función reproductiva o anormalidades durante la etapa prenatal.187, 
188 No hay, pues, razones para clasificar a este compuesto como tóxico para la 
reproducción. Según un documento de la Comisión Europea, “it is unlikely that acrylic acid is 
mutagenic in vivo”.189 
Por otro lado, Segal et al. lograron aislar y caracterizar aductos entre el ácido acrílico 
y adenina, timina y guanina mediante reacciones in vitro en timo de ternero.190 No obstante, 
la relevancia de estos resultados se ha cuestionado mucho debido a limitaciones 
encontradas durante la génesis de dichos aductos.  
Con dos nucleófilos modelo (metilamina e imidazol), Frederick y Reynolds 
encontraron que la formación de aductos con el anión acrilato no es viable. Con el ácido 
acrílico la reacción es teóricamente posible aunque, debido a su rápido metabolismo y 
excreción, no presenta interés biológico.191 
Sobre la carcinogenia y mutagenia del ácido acrílico en seres humanos, hasta la 
fecha los estudios realizados son escasos y poco concluyentes. La EPA lo expresa de 
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manera clara en uno de sus informes: “no information was found in the secundary sources searched 
regarding the carcinogenicity of acrylic acid to humans”.192 La última evaluación de la IARC indica 
que el ácido acrílico “is not clasifiable as to its carcinogenicity to humans (Group 3)” [ref. 149]. 
 
2.5. Amidas α,β−insaturadas: la acrilamida 
2.5.1. Generalidades 
 
La acrilamida (propenamida, CAS 79–06–1; figura 2.11) es un sólido blanco, 
cristalino a temperatura ambiente y sin olor. Es soluble en agua y en otros disolventes 
polares, como acetona o etanol. 
Adquirió importancia industrial desde que pudo producirse por hidratación 
catalítica del acrilonitrilo (1954). Debido a su gran  reactividad en reacciones de 





Figura 2.11. Estructura de la acrilamida 
 
Los polímeros de acrilamida se utilizan mucho en tecnología química para una gran 
variedad de fines: floculantes de aguas residuales, coagulantes para clarificar aguas potables, 
sellantes en la construcción de presas y túneles o estabilizadores de suelo en construcción 
de carreteras, aglutinantes en la industria del papel, o como aditivos en la manufactura de 
productos cosméticos e industriales. En bioquímica analítica esos polímeros se utilizan en 
cromatografía y electroforesis.193 
La acrilamida es uno de los componentes del humo de tabaco, pudiendo formarse 
por calentamiento de material biológico.194 
La acrilamida posee dos centros reactivos: el grupo amida y el doble enlace 
terminal. El grupo amida  puede sufrir reacciones de hidrólisis catalizadas en medios ácidos 
y básicos, aunque se requieren disoluciones concentradas y calentamiento superior a 100 ºC 
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durante horas195 (entre los derivados de ácidos carboxílicos, las amidas son las menos 
reactivas en reacciones de hidrólisis196). La electrofilia de este compuesto le permite 
interactuar con macromoléculas biológicas nucleófilas. 
Su baja masa molecular y alta solubilidad en agua permiten a la acrilamida atravesar 
con facilidad diversas membranas biológicas.197 Por ello y por la facilidad con que sufre 
transformaciones metabólicas, puede reaccionar en distintos sitios celulares, especialmente 
mediante reacciones de adición de Michael. Además de las reacciones mencionadas, en los 
últimos años se ha descubierto que la acrilamida sufre biotransformaciones oxidativas, en 
especial por el citocromo P–450 2E1 (CYP2E1).198, 199 El resultado más importante de esas 
transformaciones es el metabolito epóxido conocido como glicidamida. 
 
2.5.2. Estudios toxicológicos 
 
“I am justified in concluding from the results of these experiments that extracts of roasted food 
contain one or more carcinogenic substances”.200 Con estas palabras en Nature,  Widmark iniciaba 
en 1939 un estudio sobre los efectos patógenos que diversos componentes generados en 
los alimentos podían producir en seres humanos. 
Investigadores de la Universidad de Estocolmo propusieron en 2000 la hipótesis de 
que el proceso de cocinado de alimentos es la principal fuente de acrilamida en el cuerpo 
humano.201 Afirmaron que “…an evaluation of cancer tests of acrylamide and available data for its 
metabolism leads to the estimation that the background dose of acrylamide is associated with a considerable 
cancer risk”. Dos años después, los mismos investigadores encontraron altos niveles de 
acrilamida en el procesado de algunos alimentos.202 La noticia causó conmoción en la 
comunidad científica mundial pues, aunque la acrilamida se producía comercialmente desde 
tiempo atrás y sus propiedades toxicológicas eran conocidas, la idea de que se generara de 
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forma casual era nueva. Tras una consulta a expertos sobre el caso de la acrilamida, 
organizada por la Organización Mundial de la Salud, se concluyó que “…the avalaible data 
were not adequate to present specific quantitative estimates of cancer risk to humans, but that the presence of 
acrylamide in food at relatively high levels is of mayor concern due to its genotoxic potential”.203 
Dos artículos publicados en Nature en 2002 mostraron que la formación de 
acrilamida en distintos alimentos está ligada con la reacción de Maillard, ruta principal de 
generación del color y sabor en alimentos cocinados.204 Mottram escribe “our findings indicate 
that Maillard reactions (…) can produce acrylamide and might explain the increased concentrations of 
acrylamide in certain plant–derived foods alter cooking”205. Por su parte, Stadler concluye: “Our 
findings indicate that the Maillard reaction can, under particular conditions, be linked to the formation of 
acrylamide”.206 
Antes de esas fechas Tilson había estudiado algunas propiedades neurotóxicas de la 
acrilamida en animales y humanos.207 Dearfield y Johnson investigaron, de manera 
independiente, los efectos carcinógenos, genotóxicos y reproductivos del compuesto en 
animales de experimentación.208, 209  
En 1991 Calleman y Bergmark encuentran que, en ratas de experimentación, la 
acrilamida se transforma in vivo en glicidamida.210, 211 Otros estudios se centraron en pruebas 
biológicas convencionales.212, 213 
En la actualidad se continúa investigando la relación que pudiera existir entre  
ingesta diaria de acrilamida y riesgo de cáncer. En la Tabla 2.1 se muestran los contenidos 
de acrilamida encontrados en algunos productos de consumo habitual.  
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Tabla 2.1. Niveles de acrilamida en µg kg-1 en alimentos y bebidas214 
Alimento / producto Concentración promedio Concentración máxima 
Patatas fritas (comerciales) 752 4080 
Patatas fritas (caseras) 334 5312 
Pescado y productos marinos 25 233 
Cereales para el desayuno 96 1346 
Frutos secos y semillas 84 1925 
Café (descafeinado) 668 5399 
Café (preparado) 13 116 
Té verde 306 660 
Frutas procesadas 131 770 
Productos lácteos 5.8 36 
Frutas frescas < 1 10 
 
Aunque los niveles de consumo medio de acrilamida reportados por la OMS 
muestran contenidos entre 0,3 y 2,0 µg por kg de peso corporal por día (µg/kgbw/día) para 
una población promedio, pueden variar entre 0,6 y 3,5 µg/kgbw/día e incluso llegar a 5,1 
µg/kgbw/día.
215 
 Respecto al metabolismo de la acrilamida −esencial en investigaciones sobre sus 
efectos toxicológicos− se produce con rapidez, bien por conjugación con el glutatión 
(catalizada por el glutatión–S–transferasa) para generar derivados de ácidos mercaptúricos y 
N–acetil–S–(3–amino–3–oxopropil)cisteína, bien por reacción con el citocromo P450 2E1, 
para formar glicidamida.  
 
  2.5.2.1. Principales efectos toxicológicos 
 
 Los principales efectos patógenos de la exposición a la acrilamida son 
neurotoxicidad, efectos reproductivos y de desarrollo, genotoxicidad y carcinogenia. 
 Numerosos estudios en animales experimentales y en humanos, han mostrado que 
el sistema nervioso (periférico y central) es el blanco principal para la toxicidad de la 
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acrilamida. La neurotoxicidad humana se caracteriza por daños en los nervios periféricos.216, 
217, 218 
Hay evidencia de que los nervios terminales son objetivos primarios de la 
acrilamida, desarrollando una disfunción presináptica y la subsecuente degeneración del 
nervio (provocando disfunción autonómica y daños en zonas críticas del cerebro).219, 220, 221 
También se cree que esta actividad neurotóxica tiende a reducir la fertilidad.222 No obstante, 
se desconoce si dicha actividad se debe a la acrilamida per se o a su metabolito glicidamida. 
Estudios in vivo e in vitro apoyan la hipótesis de la interacción directa de la acrilamida 
(electrófilo débil) con grupos sulfhidrilos (nucleófilos débiles) en proteínas de los nervios 
terminales.223 Quizás debido a su débil electrofilia, la acrilamida presenta baja reactividad 
frente a las bases del ADN, que son nucleófilos fuertes.224 
 La acrilamida no muestra mutagenia sobre la Salmonella typhimurium (con y sin 
activación metabólica)225 y tampoco parece inducir mutación en pruebas tradicionales como 
la hipoxantina fosforosiltransferasa (HPRT) y la de letalidad recesiva ligada al sexo en 
Drosophila. Por otro lado, la acrilamida es clastógena y mutágena en células mamarias in vivo 
e in vitro.226, 227 
 Los trabajos de Ghanayem et al. han mostrado que la conversión metabólica de 
acrilamida a glicidamida precer ser un prerrequisito para la actividad genotóxica del 
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compuesto.228, 229 Esta genotoxicidad puede conducir a mutaciones en las células somáticas, 
implicando desarrollo de cáncer o mutaciones en células germinales que podrían dar lugar a 
enfermedades genéticas transmisibles.230 
 También se ha demostrado que la acrilamida da lugar a efectos adversos en la 
reproducción: morfología anormal del esperma, problemas de apareamiento y eyaculación 
así como una reducción en la concentración de testosterona y prolactina.231, 232 No obstante, 
aún no hay datos concluyentes sobre esos aspectos. 
 Pruebas de carcinogenia en ratas y ratones expuestos a distintas dosis de acrilamida 
han mostrado un incremento en la incidencia y número de adenomas pulmonares, tumores 
en la piel y mesoteliomas peritoneales y peritesticulares.233, 234 Respecto a la especie humana, 
se han realizado distintos estudios epidemiológicos en individuos ocupacionalmente 
expuestos a la acrilamida aunque, como indica Marsh “…these studies provided little evidence for 
a causal relationship between acrylamide exposure and cancer mortality”.235 Otros grupos de 
investigación, como los de Mucci y Pelucchi, también han buscado posibles relaciones 
entre exposición a acrilamida y riesgo de contraer cáncer.236, 237, 238 La relación entre variables 
aún no ha podido ser establecida con certeza. Por las razones descritas, el último informe 
de la IARC ha clasificado a la acrilamida como “probably carcinogenic to humans (Group 2A)”.239 
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 2.5.2.2. Aductos con proteínas y ADN 
 
Como se ha indicado antes, la acrilamida (y su metabolito epóxido glicidamida) 
pueden unirse a sitios nucleofílicos en biomoléculas como proteínas o ADN para formar 
aductos (biomarcadores–dosimetría molecular). Entre los métodos más utilizados para 
monitorizar exposiciones a acrilamida están los productos excretados por la orina,240 
aductos con el glutatión241, 242 o acrilamida libre en fluidos corporales.243, 244  
En 1970 Hashimoto mostró, en ensayos con ratas, que los aductos de acrilamida se 
forman mediante el azufre de la cisteína en la hemoglobina.245 Desde entonces se han 
desarrollado distintos métodos analíticos para determinar acrilamida mediante la formación 
de aductos con proteínas.246, 247 Dichos métodos son lo suficientemente sensibles como 
para evaluar aductos de acrilamida (o glicidamida) en personas expuestas a ellos.248   
En cuanto a la formación de aductos con el ADN, se ha encontrado que su génesis 
es muy lenta. Se forman aductos 2–carboxietil y 2–formamidoetil en varios sitios reactivos 
del ADN, tras prolongados tiempos de incubación.249 Las estructuras de los aductos no han 
podido ser elucidadas in vivo. Entre los métodos habitualmente usados para la 
                                                          
240 Boettcher, M. I.; Bolt, H. M.; Drexler, H.; Angerer, J. Excretion of mercapturic acids of acrylamide and 
glycidamide in human urine after single oral administration of deuterium–labeled acrylamide. Arch. 
Toxicol. 2005, 80, 55-61 
241 Peters, W. H.; Roelofs, H. M. Time dependent activity and expression of glutathione–S–transferase in 
the human colon adenocarcinoma cell line Caco–2. Biochem. J. 1989, 264, 613-616  
242 Zödl, B.; Schmid, D.; Wassler, G.; Gundacker, C.; Leibetseder, V.; Thalhammen, T.; Ekmekcioglu, C. 
Intestinal transport and metabolism of acrylamide. Toxicology 2007, 232, 99-108 
243 Twaddle, N. C.; McDaniel, L. P.; da Costa, G. G.; Churchwell, M. I.; Beland, F. A.; Doerge, D. R. 
Determination of acrylamide and glycidamide serum toxicokinetics in B6C3F1 mice using LC–ES/MS/MS. 
Cancer Lett. 2004, 207, 9-17  
244 Il´yasova, D.; McCarthy, B. J.; Erdal, S.; Shimek, J.; Goldstein, J.; Doerge, D. R.; Myers, S. R.; Vineis, P.; 
Wishnok, J.; Swenberg, J.; Bigner, D.; Davis, F. G. Human exposure to selected animal neurocarcinogens: a 
biomarker–based assessment and implications for brain tumor epidemiology. J. Toxicol. Env. Health -Pt b- 
Crit. Rev. 2009, 12, 175-187 
245 Hashimoto, K.; Aldridge, W. N. Biochemical studies on acrylamide, a neurotoxic agent. Biochem. 
Pharmacol. 1970, 19, 2591-2604 
246 Pérez, H. L.; Cheong, H. K.; Yang, J. S.; Osterman-Golkar, S. Simultaneous analysis of hemoglobin 
adducts of acrylamide and glycidamide by chromatography–mass spectroscopy. Anal. Biochem. 1999, 274, 
59-68  
247 Törnvist, M.; Mowrer, J.; Jensen, S.; Ehrenberg, L. Monitoring of environmental cancer initiators 
through hemoglobin adducts by a modified Edman degradation method. Anal. Biochem. 1986, 154, 255-266 
248 Fennell, T. R.; Sumner, S. C.; Snyder, R. W.; Burgess, J.; Spicer, R.; Bridson, W.; Friedman, M. 
Metabolism and hemoglobin adduct formation of acrylamide in humans. Toxicol. Sci. 2005, 85, 447-459 
249 Solomon, J. J.; Fedyk, J.; Mukai, F.; Segal, A. Direct alkylation of 2`–deoxynucleosides and DNA 
following in vitro reaction with acrylamide. Cancer Res. 1985, 45, 3465-3470  




determinación de los aductos de acrilamida con bases del ADN son frecuentes los inmuno 
ensayos, espectrometría de masas y CL–MS.250, 251, 252 
La figura 2.12 muestra las estructuras de algunos aductos de acrilamida ya 
caracterizados e identificados. 
 
   
 
Figura 2.12. Estructuras de algunos aductos de la acrilamida (dR* = deoxirribosa) 
 
2.6. Aldehídos α,β−insaturados: la acroleína 
 2.6.1. Generalidades y fuentes de exposición 
 
 La acroleína (2–propenal, CAS 107–02–8; figura 2.13) es un líquido incoloro y con 
un intenso olor acre. Soluble en agua y otros disolventes polares como etanol. Es 




Figura 2.13. Estructura de la acroleína 
 
 En 1839 Berzelius encontró que uno de los productos de la degradación térmica de 
la glicerina es un aldehído, al que llamó acroleína, como contracción de acris (debido a su 
olor) y oleum (debido a su consistencia aceitosa). Posteriormente se demostró que la 
acroleína puede prepararse por destilación de la glicerina en presencia de agentes 
deshidratantes. Actualmente se utiliza la oxidación catalítica del propeno en fase gaseosa 
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para la producción industrial de acroleína, aunque también puede obtenerse como 
producto secundario durante la producción de ácido acrílico o de acrilonitrilo. 
 La producción mundial de acroleína supera las doscientas mil toneladas 
métricas/año con un crecimiento anual superior al 7%. En la Unión Europea se utiliza casi 
en su totalidad como intermedio en la industria química para la producción de plásticos, 
aditivos, biocidas y curtientes. En otros países se usa principalmente como biocida en 
circuitos hídricos, canales de riego, torres de enfriamiento y plantas de tratamiento de 
agua.254 
 Para la determinación de acroleína en aire, disoluciones acuosas o muestras 
biológicas se han desarrollado diversos métodos cuantitativos: cromatografía líquida y de 
gases, colorimetría, fluorimetría y espectrometría de masas.255, 256, 257  
 Las vías más frecuentes de exposición humana a la acroleína son tres: alimentación, 
endógenas y ambientales. Esterbauer indicó en 1991: “The ubiquitous presence of acrolein is 
attributed to incomplete combustion of petrol, wood and plastic, to smoking of tobacco products, frying of 
foods in oils and endogenous lipid peroxidation” [ref. 77].  Estudios más recientes han propuesto a 




Figura 2.14. Mecanismo de formación de acroleína a partir de treonina, mediada por  
mieloperoxidasa (MPO) 
 
 La exposición a la acroleína en el humo de cigarro se considera muy relevante. En 
la orina de fumadores se han encontrado concentraciones del principal metabolito de la 
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acroleína (ácido 3–hidroxipropilmercaptúrico) casi dobles que en no fumadores.259 
También se ha observado que, tras varias semanas de abstinencia, los niveles de ese 
metabolito disminuían alrededor de un 80%. Se cree que el glicerol agregado al tabaco para 
mantener la humedad y absorber ciertos sabores, es una de las fuentes principales de 
acroleína en los cigarros260 (por cada gramo de glicerol agregado a 100g de tabaco aumenta 
la emisión de acroleína por cigarro en alrededor de 0,9µg), aunque quizás la fuente más 
importante sean los carbohidratos.261  
Se ha encontrado que altas cantidades de acroleína se pueden generar al cocinar con 
aceites a temperaturas superiores a 180 ºC, para ser liberadas posteriormente a la 
atmósfera.262 En Hong Kong, por ejemplo, las emisiones de acroleína procedentes de 
cocinas comerciales han excedido las emitidas por vehículos en la ciudad, en casi 5 
ton/año, lo que se ha llegado a asociar con la alta incidencia de cáncer de pulmón en la 
población.263, 264 
Estudios in vivo han mostrado que la acroleína también puede resultar  del 
metabolismos de la ciclofosfamida.265, 266 
 
2.6.2. Evaluaciones toxicológicas 
 
Debido a la gran reactividad de la acroleína, se ha encontrado que la mayor 
proporción de esta especie inhalada exógenamente transcurre en el sitio de exposición, 
enlazándose rápidamente y de manera irreversible con grupos sulfhidrilos libres o en 
proteínas, mediante interacciones que se completan en pocos segundos.  
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La principal vía de eliminación de la acroleína transcurre en el hígado por reacción 
con el glutatión (catálisis por glutatión–S–transferasa), siendo los ácidos mercaptúricos S–
(2–carboxietil) y S–(3–hidroxipropil) los metabolitos  principales.267, 268 Otros productos 
metabólicos identificados in vivo son el ácido acrílico y el gliceraldehído. Por acción del 
citocromo P450 la acroleína se transforma en su epóxido glicidaldehído que 
posteriormente, mediante una epoxidasa, generag gliceraldehído.269 La figura 2.15 




Figura 2.15. Principales rutas metabólicas de la acroleína270 
 
La alta toxicidad aguda de  la acroleína se ha asociado a estrés oxidativo debido a la 
pérdida de glutatión, o por reacciones de alquilación en sitios celulares nucleófilos.271  
                                                          
267 Berhane, K.; Mannervik, B. Inactivation of the genotoxic aldehydes acrolein by human glutathione 
transferases of classes alpha, mu and pi. Mol. Pharmacol. 1990, 37, 251-254  
268 Meacher, D. M.; Menzel, D. B. Glutathione depletion in lung cells by low molecular weight aldehydes. 
Cell Biol. Toxicol. 1999, 15, 163-171 
269 Patel, J. M.; Wood, J. C.; Leibman, K. C. The biotransformation of allyl alcohol and acrolein in rat liver 
and lung preparations. Drug Metab. Dispos. 1980, 8, 305-308 
270 Draminski, W.; Eder, E.; Henschler, D. A new pathway of acrolein metabolism in rats. Arch. Toxicol. 
1983, 52, 243-247 
271 Kehrer, J. P.; Biswal, S. S. The molecular effect of acrolein. Toxicol. Sci. 2000, 57, 6-15 




Debido a esa aguda toxicidad, estudios con animales han revelado procesos 
degenerativos en el hígado y estómago, aunque sin cambios histopatológicos considerables. 
También hay evidencia de que la acroleína interfiere en algunas funciones del sistema 
inmune.272  
 
 2.6.2.1. Mutagenia y carcinogenia 
 
Ensayos con animales de experimentación sobre el potencial cancerígeno de la 
acroleína, han mostrado una reducción del peso corporal y ligeros aumentos en las tasas de 
mortalidad,273 aunque el alcance de estos resultados aún es objeto de discusión. 
Estudios sobre mutagenia en bacterias han evidenciado que la acroleína actúa como 
agente mutágeno directo en distintas cadenas de Salmonella typhimurium.274, 275 Estudios in 
vitro muestran que  puede inducir aberraciones cromosómicas en células de mamíferos276, 277 
e intercambio de cromátidas hermanas (tanto en células de ovario de hámster como en 
linfocitos humanos).278 No se han observado efectos clastogénicos atribuibles directamente 
a la acroleína, aunque sí se observaron mutaciones en la prueba de letalidad recesiva ligada 
al sexo en Drosophila.279  
Mientras que los estudios in vivo de la toxicidad de la acroleína sobre la 
reproducción son escasos y poco concluyentes, ensayos in vitro muestran que puede causar 
retardos en el crecimiento y malformaciones.280  
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Respecto a su neurotoxicidad, los pocos datos disponibles muestran ausencia de 
cambios morfológicos en nervios traqueales y pulmonares.281 Los efectos en el sistema 
inmune incluyen una disminución en la capacidad de respuesta de los anticuerpos, 
blastogénesis de linfocitos y daños respiratorios.282 Otros efectos inmunológicos 
observados han sido transitorios y a largo plazo. 
El último informe de la IARC en el que se trata el caso de la acroleína, indica que 
tanto en animales como en humanos “there is inadequate evidence” respecto a su carcinogenia, 
por lo que concluye que “…is not classifiable as to its carcinogenicity to humans (Group 3)”.283 
 
 2.6.2.2. Aductos con proteínas y ADN 
 
En líneas precedentes se ha descrito que la toxicidad de la acroleína puede asociarse 
en cierto grado a una reducción del GSH celular [ref. 273]. Adicionalmente, la acroleína 
ejerce sus efectos biológicos a través de reacciones en sitios nucleófilos de algunas 
proteínas: el grupo sulfhidril de la cisteína, el imidazol de la histidina o los grupos ε−amino 
de la lisina.284 Incluso prefiere formar aductos, mediante reacciones de adición de Michael, 
con los residuos de la cisteína, debido a su alta polarizabilidad y su sistema π conjugado.285 
También lo hace con el grupo guanidina de la arginina y aductos–bis con los residuos de la 
lisina.  
Otra reacción de interés biológico es la que presenta con el ascorbato.286 Se ha 
encontrado que el aducto formado puede llegar a disminuir la citotoxicidad de la acroleína 
o proteger contra la misma, debido a la presencia del ácido ascórbico a nivel celular.287 
A inicios de los 80 los grupos de Galliani y Hecht caracterizaron un par de aductos 
cíclicos al hacer reaccionar la acroleína con la deoxiguanosina en condiciones fisiológicas. 
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Señalaron  que “…the adducts described in this study may be involved in the mutagenicity of 
acrolein”.288, 289 Dichos aductos se obtienen mediante adición de Michael a alguno de los 
nitrógenos exocíclicos del nucleósido (N1 o N2), y posterior ciclación. Como resultado se 
obtienen dos productos regioisómeros: α− y γ−hidroxi–propanodeoxi guanosina (α−OH–
PdG y γ−OH–PdG; figura 2.16), cada uno de los cuales existe como un par de 
estereoisómeros. Se ha encontrado que el isómero γ es mayoritario. 
Desde esas fechas se han desarrollado numerosas rutas sintéticas para la 
preparación y caracterización de este tipo de aductos,290, 291 existiendo diversos métodos 




Figura 2.16. Estructura de los aductos formados entre acroleína y deoxiguanosina   
(dR* = deoxirribosa) 
 
Así ha sido posible detectar aductos PdG en tejidos pulmonares de humanos y 
roedores.295, 296, 297 Los niveles del aducto γ fueron de casi el triple en tejidos de fumadores 
que en no fumadores.298  
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Feng et al. reportaron que la exposición de células pulmonares humanas a acroleína 
causa un patrón de daño en el ADN similar a los patrones encontrados en cáncer de 
pulmón. Observaron también que la acroleína disminuye la capacidad de reparación de 
ADN dañado a causa del epóxido de benzo[α]pireno diol (i.e. procarcinógeno presente en 
los cigarros y asociado a la generación de cáncer pulmonar), lo que les ha hecho pensar que: 
“…acrolein may represent a major etiological agent for cigarette smoke–related lung cancer”.299 No 
obstante, estudios realizados en leucocitos humanos por Zhang et al. 300 y las investigaciones 
en fibroblastos de humanos y ratones de Pfeifer et al.301, han puesto en duda el papel de la 
acroleína para inducir cáncer de pulmón. Todo ello ha generado un fuerte debate científico 
que aún continua.302, 303, 304 Lo que sí es claro es que los aductos del ADN con la acroleína se 
forman, de manera preferente, en secuencias ricas en guanina, que son puntos de acceso 
mutacionales.305 
De los dos regioisómeros formados por la reacción entre deoxiguanosina y  
acroleína, la mutagenia del isómero α ha sido bien establecida mientras que la del isómero γ 
es objeto de controversia. Estudios realizados por los grupos de Moriya y Marnett 
revelaron que el isómero γ no presenta actividad mutágena en Escherichia coli, e indican que 
“one posible explanation for OHPdG´s nonmutagenic nature is that the structure of OHPdG may exist in 
multiple forms”.306, 307 Desde entonces se ha admitido que la baja mutagenia del isómero γ se 
debe a que el aducto cíclico adopta conformación de anillo abierto, con perturbaciones 
estructurales mínimas de la doble hélice del ADN. Así pues, el isómero minoritario α 
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bloquea fuertemente la replicación del ADN en células humanas,308, 309 lo que sugiere que 
este isómero contribuye de manera significativa a la mutagenia de la acroleína.310, 311 Esta 
actividad mutágena también puede presentarse debido a que la acroleína puede formar 
cross–linking en el ADN.312, 313 
Por último puede indicarse que también se ha investigado la formación de aductos 
de la acroleína con la deoxiadenosina,314 deoxicitidina y deoxiuridina,315 obteniendo 
resultados similares a los obtenidos con la deoxiguanosina. 
 
2.7. Determinación del potencial alquilante de especies químicas 
 
 Se cree que el modo de acción de los carcinógenos genotóxicos y/o agentes 
alquilantes involucra, como primera etapa, la interacción de una molécula electrófila con un 
sitio nucleofílico del ADN para producir un aducto que, si no es reparado, puede generar 
una mutación. Como se ha apuntado antes, esos compuestos también pueden reaccionar 
con otros sitios nucleofílicos en proteínas o en el ARN.  
Para evaluar el potencial alquilante de diversos compuestos químicos y, en 
consecuencia, hacer predicciones sobre su potencial toxicidad316 se han propuesto diversos 
métodos de trabajo: i) determinación cuantitativa del agente alquilante o alguno de sus 
metabolitos activos en fluidos corporales, ii) análisis de la interacción entre el posible 
compuesto carcinógeno con una biomolécula (formación de aductos con proteínas o 
ADN), iii) cuantificación de algún efecto biológico causado por el aducto formado. 
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2.7.1. Alquilación del ADN 
 
En una excelente revisión bibliográfica, Gates señala que la mayoría de los daños 
causados al ADN por moléculas bioactivas y agentes mutágenos, pueden encuadrarse en 
dos grandes grupos: (1) alquilación de un nucleófilo en el ADN por un electrófilo; (2) 
reacción de un enlace π en el ADN con un intermedio radicalario.317 
Debido a los numerosos sitios nucleófilos del ADN, las reacciones con electrófilos 
generados extracelularmente o producidos endógenamente, suelen dar lugar a diversos 
tipos de lesiones en el material genético.318 Estas lesiones pueden producir daños de tres 
maneras: i) mala reparación y/o replicación de las lesiones, ii) poner en peligro el programa 
epigenético impreso en el ADN por modificaciones enzimáticas y iii) bloquear las ADN y 
ARN polimerasas, lo que, directa o indirectamente, rompe las hebras del ADN.319 Algunas 
de las lesiones más relevantes en el ADN se reflejan en la figura 2.17. 
La alquilación de los diversos sitios nucleófilos en el ADN depende de la naturaleza 
del agente alquilante. Por ejemplo, para el dietilsulfato los sitios preferidos presentan la 
secuencia: N7–G >> N3–A >> N1–A ~ N7–A ~ N3–G >> O6–G,320 mientras que los 
iones etildiazonio suelen seguir el orden: N7–G > O2–T > O6–G > N3–A ~ O2–C > N3–
G ~ N3–T ~ N7–A.321 La posición N7 de la guanina es el sitio preferido por la mayoría de 
los agentes alquilantes. Se han hecho intentos de predecir el grado de selectividad en las 
interacciones electrófilo–nucleófilo mediante la teoría de Pearson322: agentes electrófilos 
suaves (baja densidad de carga y altamente polarizables) forman aductos, de manera 
preferente, con nucleófilos de suavidad comparable, mientras que electrófilos duros forman 
aductos con nucleófilos duros.323, 324, 325 Cabe esperar, pues, que las velocidades de reacción 
entre un electrófilo suave y un nucleófilo duro sean relativamente bajas.326, 327  
                                                          
317 Gates, K. S. An overview of chemical processes that damage cellular DNA: spontaneous hydrolysis, 
alkylation and reaction with radicals. Chem. Res. Toxicol. 2009, 22, 1747-1760 
318 Shrivastav, N.; Li, D.; Essigmann, J. M. Chemical biology of mutagenesis and DNA repair: cellular 
responses to DNA alkylation. Carcinogenesis 2010, 31, 59-70 
319 Loeb, L. A.; Harris, C. C. Advances in chemical carcinogenesis: a historical review and prospective. 
Cancer Res. 2008, 68, 6863-6872 
320 Beranek, D. T. Distribution of methyl and ethyl adducts following alkylation with monofunctional 
alkylating agents. Mutat. Res. Fundam. Mol. Mech. Mutagen. 1990, 231, 11-30 
321 Singer, B.; Grunberger, D. Molecular biology of mutagens and carcinogens. Plenum Press: Nueva York, 1983 
322 Pearson, R. G. Hard and soft acids and bases–The evolution of a chemical concept. Coord. Chem. Rev. 
1990, 100, 403-425 
323 Loechler, E. L.; A violation of the Swain–Scott principle, and Not SN1 versus SN2 reaction mechanisms, 
explains why carcinogenic alkylating agents can form different proportions of adducts at oxygen versus 
nitrogen in DNA. Chem. Res. Toxicol. 1994, 7, 277-280 
324 Lu. X.; Heilman, J.; Blans, P.; Fishbein, J. C. The structure of DNA dictates purine atom site selectivity in 
alkylation by primary diazonium ions. Chem. Res. Toxicol. 2005, 18, 1462-1470 










Figura 2.17. Algunas lesiones resultantes de la alquilación del ADN  
(B = nucleobase; dR* = deoxirribosa; R = grupo alquilo) 
 
Aductos químicamente estables se obtienen al alquilar los nitrógenos exocíclicos 
N2–G, N6–A y N4–C y los amídicos N1–G y N1–T,328, 329 así como los oxígenos O6–G y 
O4–T.330 La alquilación de los nitrógenos endocíclicos tiende a desestabilizar las 
nucleobases, lo que facilita la deglicosilación y las reacciones de apertura de anillo.331  
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Al abordar el estudio de los mecanismos de alquilación es importante tenere en 
cuenta que las variables condicionantes de los mismos pueden ser numerosas,332, 333 llegando 
a afectar a la selectividad frente al ADN. A este respecto Moschel et al. señalan: “reactions on 
ring nitrogen atoms and on exocyclic sites are distinguishable in terms of their relative responses to changes 
in solvent composition”.334 
 
 2.7.2. Aproximación biomimética a mecanismos de alquilación: test de la   
4–(p–nitrobencil)piridina (NBP) 
 
 La formación de aductos con compuestos potencialmente mutágenos/cancerígenos 
puede investigarse mediante otras metodologías in vitro que emplean como substratos de 
alquilación moléculas de nucleofilia análoga a la de las bases del ADN.  
 El análisis cinético de los mecanismos de alquilación de esos substratos de 
referencia puede ser útil no sólo como herramienta de detección, sino también para 
prevenir posibles riesgos.335 Sucede también que muchos métodos biológicos presentan 
ciertas limitaciones en la interpretación de resultados negativos, o bien no son capaces de 
detectar algunos daños genéticos (sin olvidar el elevado coste económico que entrañan, su 
laboriosidad y las limitaciones de los ensayos con animales). 
 
 
Figura 2.18. Estructura del substrato de alquilación 4–(p–nitrobencil)piridina (NBP) 
 
 Uno de los métodos para determinar cualitativa y cuantitativamente la capacidad 
alquilante de un electrófilo es el test de NBP ó 4–(p–nitrobencil)piridina; figura 2.18. Entre 
las ventajas que presenta está su capacidad de actuar como agente trampa de especies 
alquilantes y acilantes, además de una nucleofilia similar a la de las bases del ADN.336 Por 
otra parte, su empleo puede reducir significativamente el número de falsos negativos 
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inherentes a otros métodos. En palabras de Kim y Thomas “…the test may prove to be a simple, 
non biological indicator of carcinogenic risks”.337 
 El empleo de la NBP como molécula modelo para la identificación de agentes 
alquilantes se remonta a principios del siglo veinte. Koenigs y colaboradores observaron 
que, tanto la NBP como las especies 2– y 4–bencilpiridina, reaccionan con ioduro de metilo 
formando una sal que, en presencia de hidróxido potásico, da lugar a una coloración azul.338 
La aplicación de esta reacción fue clave para la detección del gas mostaza por Brown en 
1941. Del mismo modo Gehauf y Braun detectaron gran número de compuestos orgánicos 
alquilantes.339, 340 Los vapores de los haluros de alquilo se adsorbían en sílica gel impregnada 
con NBP y la adición de una base daba lugar a la aparición de color que variaba desde el 
azul al violeta, e incluso marrón. Entre los compuestos identificados destacan: sulfato de 
dietilo, tiocianato de butilo, cloruro de sulfonilbenceno, difenilcloroarsina y dietilfosforo-
fluoridato. 
 Los estudios de detección de especies alquilantes realizados hasta entonces eran 
cualitativos. Swift y colaboradores341 ampliaron el estudio de Gehauf y Braun. Agruparon 
las moléculas orgánicas en función de la reactividad. Observaron que los compuestos que 
contienen los grupos –COX, –CH2X y –OCH2X, muestran reactividad similar. Al 
comparar la intensidad de color que presentan las especies con estos grupos funcionales se 
puede establecer la siguiente secuencia de actividad alquilante: RCH2CH2X > RCH2CHX2 
> RCH2CX3 > ArCH2X > ArX, ROCH2X > ROCH2CH2X y COCH2X > COX.  
Epstein y colaboradores342 hicieron un estudio cuantitativo de la reacción de la NBP 
con diversas especies alquilantes. Del mismo modo midieron, de forma cuantitativa, 
concentraciones de agentes acilantes.343  
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Con la NBP como substrato de alquilación se han hecho estudios para analizar la 
capacidad alquilante de herbicidas,344 plaguicidas organofosforados,345 sulfonatos,346 
aziridinas,347 agentes anticancerígenos,348 haluros de alquilo349, 350 y epóxidos.351, 352 
En nuestro grupo de trabajo se ha manejado la molécula de NBP como substrato 
de alquilación para investigar cinéticamente el potencial alquilante de diferentes agentes. Se 
han obtenido resultados satisfactorios no sólo con agentes de elevada electrofilia y 
mutagenia probada como algunas lactonas353, 354, 355 y N–alquil–N–nitrosoureas,356 sino 
también con otras moléculas de débil electrofilia, como ácido sórbico357, 358, 359  y sus sales,360 
utilizados pródigamente en Ciencia y Tecnología de Alimentos.    
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Así se han encontrado correlaciones entre reactividad química (capacidad alquilante 
sobre la NBP) y potencial mutágeno de los agentes alquilantes. Ello permite hacer 
predicciones de carácter biológico (mutagenia, carcinogenia) sin necesidad (o, al menos, en 
mucho menor grado) de ensayos con animales de experimentación. Al mismo tiempo, el 
conocimiento de los mecanismos por los que transcurren las reacciones de alquilación ha 





                                                          
361 García-Prieto, J. C.; Mateos, R.; Calle, E.; Casado, J. Inhibition of Nitrosation by the reaction médium. J. 

































 L’art de l’investigation scientifique est la pierre  
angulaire de toutes les sciences expérimentales. 
Si les faits qui servent de base au raisonnement 
sont mal établis ou erronées, tout s’écroulera ou 
tout deviendra faux; et c’est ainsi que, le plus 
souvent, les erreurs dans les théories scientifiques 
ont pour origine des erreurs de faits 










































En este trabajo se ha investigado la reactividad química −en términos de capacidad 
alquilante− de una selección de compuestos bioactivos α,β−insaturados (α,β−UC, figura 
3.1). 
 
    
Acrilamida (AM) Acrilonitrilo (AN) ácido acrílico (AA) Acroleína (AC) 
Figura 3.1. Estructura de los α,β−UC estudiados 
  
Muchos carcinógenos químicos inician su actuación patógena enlazándose a 
constituyentes del ADN y ARN.362 Como entre ellos se encuentran las bases nitrogenadas 
guanosina (Guo) y uridina (Urd), se han elegido estas moléculas como substratos de 




4–(p–nitrobencil)piridina (NBP) Guanosina (Guo) Uridina (Urd) 
Figura 3.2. Estructura de los substratos de alquilación estudiados 
 
Como substrato de alquilación de referencia se ha trabajado con la molécula 4–(p–
nitrobencil)piridina (NBP), por dos razones: i) su análoga nucleofilia a la de las bases del 
ADN,363 lo que permite considerarla como molécula modelo; ii) porque permite el 
seguimiento cinético cuantitativo de sus reacciones de alquilación, tanto por agentes 
alquilantes fuertes,364, 365 como débiles.366, 367, 368  
                                                          
362 Lawley, P. D. From fluorescence spectra to mutational spectra, a historical overview of DNA-reactive 
compounds. En Hemminki, K.; Dipple, A.; Kadlubar, F. F.; Segerbäck, D.; Bartsch, H. DNA Adducts: 
Identification and Biological Significance, IARC Scientific Publications N° 125. IARC: Lyon, Francia. 1994 
363 Shepard, S. E.; Lutz, W. K. Nitrosation of dietary precursors. Cancer Surv. 1989, 8, 401-421 
364 Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. A kinetic approach to the 
alkylating potential of carcinogenic lactones. Chem. Res. Toxicol. 2005, 18, 1161-1168 
365 Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Pérez-Prior, M. T.; Manso, J. A.; Calle, E.; Casado, J. 
Chemical reactivity and biological activity of diketene. Chem. Res. Toxicol. 2008, 21, 1964-1969 
366 Pérez-Prior, M. T.; Manso, J. A.; García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. Sorbic acid as an alkylating 
agent. J. Solution Chem. 2007, 37, 459-466 
367 Pérez-Prior, M. T.; Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Manso, J. A.; García-Santos, M. P.; Calle, 
E.; Casado, J. Sorbate–nitrite interactions: acetonitrile oxide as an alkylating agent. Chem. Res. Toxicol. 2009, 
22, 1320-1324 




Las estructuras de los substratos de alquilación con que se ha trabajado se muestran 
en la figura 3.2. 
 
3.1. Alquilación de NBP 
 
La figura 3.3 muestra esquemáticamente el mecanismo de alquilación de la NBP 
por un agente alquilante con un doble enlace común y sustituyente R. El aducto formado 
inicialmente es incoloro. Al agregar una base como trietilamina, Et3N, se congela la 
reacción por estabilización de la NBP y el aducto coloreado ya es susceptible de 
seguimiento cinético por espectrofotometría visible. 
 
 
Figura 3.3. Alquilación de la NBP por compuestos α,β−insaturados 
 
 Cuando las mezclas cinéticas alcanzan equilibrio térmico, alícuotas de 2,4 cm3 se 
retiran a distintos tiempos y se introducen en la cubeta del espectrofotómetro (paso óptico 
= 1 cm) con 0,6 cm3 de Et3N.  Las medidas de absorbancia se hicieron a las longitudes de 
onda de los máximos de absorción de cada cromóforo. 
 Debido a la escasa solubilidad de la NBP en agua, se han utilizado como medio de 
reacción mezclas agua/dioxano, lo que ha permitido también investigar la influencia del 
medio en las reacciones de alquilación. 
 Como las reacciones de alquilación de la NBP por los compuestos con que se ha 
trabajado son muy lentas y, en algunos casos, transcurren con aparición de otras reacciones, 
para su seguimiento cinético se ha utilizado el método de velocidades iniciales.369 
 La velocidad de formación del aducto, AD, por reacción entre los agentes 
alquilantes α,β−insaturados (α,β−UC) y el substrato NBP viene dada por la ecuación (3.1):  
                                                                                                                                                                          
368 Pérez-Prior, M. T.; Gómez-Bombarelli, R.; González-Pérez, M.; Manso, J. A.; García-Santos, M. P.; Calle, 
E.; Casado, J. Reactivity of the mutagen 1,4–dinitro–2–methylpyrrole as an alkylating agent. J. Org. Chem. 
2010, 75, 1444-1449  
369 Casado, J.; López-Quintela, M. A.; Lorenzo-Barral, F. M. The initial rate method in chemical kinetics: 
evaluation and experimental illustration. J. Chem. Educ. 1986, 63, 450-452  








c dv k= = −  (3.1) 
donde kalq es la constante de alquilación y c, d los órdenes de reacción respecto a las 
concentraciones iniciales del compuesto α,β−insaturado, [α,β−UC]o, y de NBP, [NBP]o, 
respectivamente. 
Para conocer los órdenes de reacción respecto a las concentraciones del α,β−UC y 
de NBP, se ha utilizado el método de aislamiento.370 
Cuando [NBP]o >> [α,β−UC]o, de la ecuación (3.1) se deduce que: 
o oln ln[α,β UC]= − +v c C  (3.2) 
Cuando [α,β−UC] >> [NBP], se tiene que: 
o oln ln[NBP]= +v d C  (3.3) 
Al representar gráficamente los valores de ln vo frente a los de ln[α,β−UC]o (o 
ln[NBP]o), la pendiente de cada recta es el orden de reacción correspondiente. 
 En las circunstancias de trabajo, la velocidad inicial de formación del aducto es: 
o
d[AD] 1








donde ε y l son el coeficiente de absorción molar del aducto y el paso óptico, 
respectivamente. Conocido el valor de ε, al representar los valores de la absorbancia en 
función del tiempo, la pendiente de la recta obtenida permite conocer  la velocidad inicial 
de reacción. 
El valor de ε se ha calculado con  la ecuación de Lambert–Beer. Habida cuenta de 
que la absorbancia medida corresponde al aducto de la NBP con el α,β−UC y que la 
concentración inicial de NBP (cuando es el reactivo limitante) es igual a la concentración 
del aducto final, se tiene que: 
o[NBP]A lε∞ = ⋅ ⋅  (3.5) 
donde A∞ es la absorbancia a tiempo infinito. Por tanto, al representar los valores de A∞ 
frente a los de [NBP]o , la pendiente de la recta dará al valor de ε. 
Admitidos a priori órdenes de reacción unitarios respecto a las concentraciones de  
NBP y del α,β−UC (vide infra), la constante de velocidad de alquilación viene dada por la 
expresión (3.6): 
                                                          
370 Senent, S. Química física II. UNED: Madrid. 1984 











Para conocer la influencia de la temperatura sobre la velocidad de reacción y 
determinar los correspondientes parámetros termodinámicos de activación, se han 





=  (3.7) 
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R  (3.8) 
  
3.2. Alquilación de nucleósidos 
 
Para el seguimiento cinético de las reacciones de formación de aductos entre los 
nucleósidos y los α,β−UC se ha utilizado la técnica Ultra Fast Liquid Chromatography (UFLC) 
de gradiente controlado, con columna de fase reversa y detector de red de diodos. Para las 
reacciones de alquilación de Guo, el estudio cromatográfico se realizó en λ = 254 nm, 
mientras que para la alquilación de Urd se hizo en λ = 261 nm. 
Cuando las mezclas cinéticas alcanzan equilibrio térmico, se extraen muestras de 
~0,6 cm3 que se introducen en un vial de 1,5 cm3, para la medida cromatográfica. En las 
reacciones de alquilación de Guo se utilizaron H2O y acetonitrilo como fases móviles, 
mientras que en la alquilación de Urd se utilizaron H2O y metanol. En todos los casos el 
flujo fue 1 cm3 min−1.  
El análisis cinético se ha realizado mediante seguimiento de la variación en las áreas 
de los picos cromatográficos correspondientes. 
Para mejorar la separación de los picos y optimizar el seguimiento cinético, la 
temperatura del horno se mantuvo a 20 °C. La temperatura de las celdas del detector fue de 
40 °C. 
Las mezclas de reacción se preparaban en medio acuoso con exceso de agente 
alquilante. Los valores de pH se ajustaron con disoluciones de NaOH 0,1M. Se 
mantuvieron constantes durante el transcurso de todas las reacciones 
Los aductos formados en cada caso se identificaban y caracterizaban mediante 
espectrometría de masas, espectroscopía UV–vis, H1–RMN y C13–RMN.  
Las figuras 3.4. y 3.5. reflejan los gradientes utilizados para la obtención de los picos 
cromatográficos en las reacciones de alquilación de Guo y Urd, respectivamente. 
 




Figura 3.4. Gradientes utilizados para la obtención de los picos cromatográficos en las reacciones 
de alquilación de Guo por (a) AN, AC, AA y (b) AM. 
 
 
Figura 3.5. Gradiente utilizado para la obtención de los picos cromatográficos en las reacciones de 
alquilación de Urd por los α,β−UC estudiados 
 
3.3. Reactivos y equipo de trabajo 
 
a) Reactivos generales 
1,4–dioxano: Panreac® (99%, ρ = 1,032 g cm-3). Estabilizado con ~25 ppm de BHT PRS. 
Trietilamina: Sigma Aldrich® (99% de pureza, ρ = 0,726 g cm-3)    
Acetonitrilo: Fischer Scientific® (Grado HPLC)    
Metanol: Panreac® (Grado HPLC–preparativa)  
Hidróxido de sodio: Fluka® (≥98%) 
Se utilizó agua desionizada con un sistema Milli–Q–Gradient (Millipore). 
 
b) Reactivos específicos 
Guanosina: Sigma Aldrich® (98%) 
Uridina: Sigma Aldrich® (99%) 
NBP: Sigma Aldrich® (98%) 
Acrilamida: Fluka® (≥98%) 













































Acroleína: Aldrich® (90%, ρ = 0,839 g cm-3). 
Ácido acrílico: Panreac Sintesis® (99%, ρ = 1,049 g cm-3). Estabilizado con éter metílico de 
la hidroquinona PS. 
 
Para el seguimiento cinético de las reacciones de alquilación de NBP se ha utilizado 
un espectrofotómetro Shimadzu® UV–2450(PC) de doble haz con portacubetas CSP–260 y 
seis celdas termostatadas por sistema Peltier. Se manejaron cubetas de cuarzo Hellma®, 
110.600–QC, de 1 cm de paso óptico. 
Para mantener constante la temperatura de reacción (±0,04 ºC) se han utilizado 
termostatos Lauda®, Ecoline RE 120.    
Las medidas de pH (±0,01) se han realizado con un pH–metro Crison Micro pH 
2000. 
En el caso de las medidas cromatográficas, previamente a la inyección las 
disoluciones se pasaron por filtros de poliamida Chromafil AO–20/25, de 0,20 µm de 
tamaño de poro, para eliminar cualquier impureza. 
 Se utilizaron volúmenes de inyección de 100 µL en una columna Mediterranea 
Sea18TM de fase reversa de 5µm de poro, 250 × 10 mm, unida a una precolumna 
Mediterranea Sea18TM, utilizando un sistema Shimadzu® UFLC (LC–20AD) de gradiente 
controlado, equipado con un detector de red de diodos Shimadzu® con canal de detección 
UV. El equipo cromatográfico utilizado se muestra en la figura 3.6.  
La temperatura de columna se controló con un horno Shimadzu® CTO–10AS. 
 
 
Figura 3.6. Equipo cromatográfico utilizado para el seguimiento cinético de los aductos formados 
en las reacciones de alquilación 
 




Para la caracterización de aductos, se utilizó un colector de fracciones Shimadzu® 
FRC–10A. Para el proceso de purificación se utilizó un concentrador Genevac miVac Duo® 
acoplado a una bomba miVac (figura 3.7). 
 
 
Figura 3.7. Equipo evaporador–concentrador de muestras utilizado en el proceso de purificación 
de los aductos formados en las reacciones de alquilación 
   
Los espectros de masas se obtuvieron con un espectrómetro Waters ZQ4000 y los 
de RMN con un equipo Bruker Avance de 400 MHz.  
El tratamiento numérico de los datos se hizo con los programas Microsoft Excel 2007 






















Pulchra sunt quae videntur,  
pulchroria quare scientur, 
longe pulcherrima quae ignorantur. 












































4.1. Alquilación de NBP: Estudio cinético 
 
No se observó reacción de alquilación de la NBP por AC después de dos semanas. 
Esta falta de reactividad se atribuye a que ese agente alquilante suele requerir dos sitios de 
enlace en el substrato de alquilación para generar un aducto cíclico. Más adelante se volverá 
sobre este resultado. 
Los aductos cromóforos (tonalidad morada) NBP–AN, NBP–AM y NBP–AA 
presentan sus máximos de absorción en λ = 560 nm, λ = 570 nm y λ = 580 nm, 
respectivamente. Las figuras 4.1 a 4.3 muestran los espectrogramas obtenidos durante la 
formación de esos aductos. Las reacciones de alquilación se siguieron cinéticamente hasta 
no observar cambios en la absorbancia. Como se trabajó con fuerte exceso de agente 




Figura 4.1. Formación del aducto NBP–AN (13–14000 min) en medio 7:3 (vol.) H2O/dioxano. 
[AN]o = 0,05 M; [NBP]o = 5 × 10−4 M; T = 35,0 ºC; pH = 7,2   
 
 
Figura 4.2. Formación del aducto NBP–AM (200–58000 min) en medio 7:3 (vol.) H2O/dioxano. 
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Figura 4.3. Formación del aducto NBP–AA (150–80000 min) en medio 7:3 (vol.) H2O/dioxano. 
[AN]o = 0,05 M; [NBP]o = 5 × 10−4 M; T = 35,0 ºC; pH = 3,6 
 
 Las estructuras de los aductos entre la NBP y los α,β−UC se investigaron mediante 
espectrometría de masas (figura 4.4). 
 
   
m/z = 268,1 m/z = 287,1 m/z = 286,2 
Figura 4.4. Estructura de los aductos formados entre la NBP y los agentes alquilantes 
α,β−insaturados 
 
 Como ejemplo ilustrativo, la figura 4.5 muestra los perfiles cinéticos de la 
formación de los aductos en función del tiempo. Puede observarse que los tiempos de 
reacción son considerablemente largos (~3 semanas), lo que hace que el seguimiento 
cinético convencional sea poco práctico, pudiendo implicar además la interferencia de 
reacciones concurrentes (p. e. polimerización, descomposición) que complicarían el estudio 
mecanístico de las reacciones objeto de estudio. Por estas razones, tras diversos ensayos, se 
ha utilizado el método de velocidades iniciales.371  
 
                                                          
371 Casado, J.; López-Quintela, M. A.; Lorenzo-Barral, F. M. The initial rate method in chemical kinetics. 
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Figura 4.5. Perfiles cinéticos de las reacciones de alquilación de NBP por (■) AA, (○) AM y      
(▲) AN en medio 7:3 (vol.) H2O/dioxano. [AA]o = 1,0 M; [AM]o = 0,10 M; [AN]o = 0,05 M; 
[NBP]o = 2 × 10−4 M; T = 35,0 ºC; pH = 7,2 
 
 4.1.1. Determinación de los coeficientes de absorción molar 
 
Como la variable objeto de seguimiento ha sido la absorbancia de los aductos, para 
conocer sus concentraciones a lo largo del tiempo es necesario determinar los coeficientes 
de absorción molar, ε, de cada uno de aquellos. 
La figura 4.6-a muestra la variación de la absorbancia (At) del aducto NBP–AA  
durante su formación. Cuando [NBP]o << [α,β−UC]o, la NBP es el reactivo limitante, de 
modo que, una vez alcanzada la meseta (figura 4.5), se admite que la absorbancia máxima 
(Amáx) debe corresponder a una concentración de aducto igual a la de partida de NBP en 
cada experimento, [NBP]o. Por consiguiente, al representar los valores de Amáx frente a los 
de [NBP]o, deberá obtenerse una línea recta el valor de cuya pendiente será el de ε. La 
figura 4.6-b muestra el buen cumplimiento de la ecuación de Lambert–Beer por el aducto 
formado. 
 
Figura 4.6. Determinación de ε para el aducto NBP–AA en medio 7:3 (vol.) H2O/dioxano.     
[AA]o = 0,10 M; (■) [NBP]o = 5 × 10−5 M; (▲) [NBP]o = 1 × 10−4 M; (×) [NBP]o = 1,5 × 10−4 M; 
(∆) [NBP]o = 2 × 10−4 M; (●) [NBP]o = 2,5 × 10−4 M; (+) [NBP]o = 3 × 10−5 M;  












































104  [NBP] / M
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Estos resultados son consistentes con la hipótesis, antes mencionada, de que, 
alcanzada la meseta de cada curva de saturación, la concentración inicial de NBP debe ser 
igual a la del aducto formado en ese momento. 
Con los demás α,β−UC se procedió de la misma forma que con AA, mostrando en 
todos los casos el mismo comportamiento.  
Como el disolvente podría ejercer alguna influencia sobre las bandas de absorción 
del aducto,372 el protocolo de trabajo reseñado en líneas anteriores se ha repetido con 
medios de reacción H2O/dioxano 5:5 y 6:4 (vol.). Se ha encontrado que la variación de ε 
con la composición del medio es despreciable.373 La Tabla 4.1 recoge los valores de ε 
calculados para cada uno de los compuestos estudiados. 
 
Tabla 4.1. Coeficientes de absorción molar de los aductos formados entre NBP y α,β−UC 
Compuesto α,β−insaturado 10−3  ε (M-1 cm-1)a 
AN 4,50 ± 0,17 
AM 5,40 ± 0,20 
AA 6,70 ± 0,10 
              (a) T = 37,5 ºC; [AA]o = [AN]o = [AM]o = 0,10 M  
              Valores con sus desviaciones estándar 
 
 Al analizar los valores de ε para cada uno de los α,β−UC estudiados, se  observa 
una relación directamente proporcional entre la longitud de onda del máximo de absorción 
del aducto, λmáx, y el correspondiente coeficiente de absorción molar, ε (disminución del 
espaciado HOMO–LUMO). 
 
 4.1.2. Parámetros cinéticos: órdenes de reacción 
 
 Para conocer los valores de las constantes de velocidad de alquilación se ha 
manejado la ecuación 3.1. Antes de aplicar esta ecuación es preciso determinar los valores 
de los órdenes de reacción, c y d. Las figuras 4.7-a y 4.7-b ilustran su cálculo en medio 7:3 
(vol.) H2O/dioxano.  
 La tabla 4.2 recoge los datos manejados para la determinación de los órdenes de 
reacción en la formación del aducto NBP–AM.  
 
 
                                                          
372 Rao, C. N. Espectroscopía ultravioleta y visible. Ed. Alhambra: Madrid. 1970 
373 Céspedes-Camacho, I. F.; Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; Gómez-Bombarelli, R.;  González-Pérez, M.; 
Calle, E.; Casado, J. Reactivity of acrylamide as an alkylating agent: a kinetic approach. J. Phys. Org. Chem. 
2010, 23, 171-175. 




Tabla 4.2. Determinación de los órdenes de reacción  en la formación del aducto NBP–AM. 
Orden de reacción respecto a AM Orden de reacción respecto a la NBP 
102  [AM]o 
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
108  vo  
(M min-1)a 
104  [NBP]o 
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
108  vo  
(M min-1)b 
10,0 1,20 ± 0,05 1,0 0,50 ± 0,05 
5,0 0,60 ± 0,02 2,0 0,90 ± 0,04 
3,0 0,37 ± 0,03 2,5 1,10 ± 0,05 
2,5 0,29 ± 0,02 3,0 1,50 ± 0,06 
2,0 0,25 ± 0,03 3,5 1,80 ± 0,06 
1,0 0,13 ± 0,01 4,0 2,00 ± 0,13 
0,5 0,06 ± 0,01  5,0 2,20 ± 0,11 
            (a) T = 37,5 ºC; [NBP]o = 1,5 × 10−4 M  (b) T = 37,5 ºC; [AA]o = 0,10 M 
            Valores con sus desviaciones estándar. 
 
Figura 4.7. Órdenes de reacción respecto a: (a) AM, (b) NBP. 
 
 Los gráficos 4.7-a y 4.7-b revelan órdenes de reacción unitarios respecto a las 
concentraciones [NBP]o y [AM]o (cf. Método experimental, ecuación 3.1, c = d = 1). La misma 
situación se presenta en las reacciones de alquilación de NBP por AA y AN.  
 Los resultados obtenidos conducen a la ecuación de velocidad (4.1) para las 
reacciones de alquilación de NBP por α,β−UC. 




v k= = −  (4.1) 
  
4.1.3. Influencia de la composición del medio de reacción 
 
 Como se ha indicado antes, las reacciones de alquilación de NBP se estudiaron en 
tres medios de reacción H2O/dioxano: 7/3, 6/4 y 5/5 (vol.). La razón de ello ha sido 
doble: 1) la baja solubilidad en agua de la NBP; 2) el objetivo de conocer la influencia que 
el medio puede ejercer en este tipo de reacciones. La Tabla 4.3 muestra cómo, al aumentar 

































la proporción de medio orgánico (dioxano), las velocidades de formación del aducto 
disminuyen significativamente.  
  
Tabla 4.3. Velocidad de formación del aducto NBP–AN en función del medio de reacción 
Proporción  
H2O/dioxano (vol.) 
Veloc. inic. de reacción 
108  vo 
(M-1 cm-1)a 
7/3 7,06 ± 0,12 
6/4 3,41 ± 0,10 
5/5 1,97 ± 0,03 
                  (a) T = 30,0 ºC; [AN]o = 0,05 M; [NBP]o = 2 × 10−4 M 
                  Valores con sus desviaciones estándar. 
 
Figura 4.8. Velocidad de formación de los aductos (a) NBP–AN y (b) NBP–AA en medios de 
reacción H2O/dioxano (vol.) (□) 7:3, (∆) 6:4 y (○) 5:5.; [NBP]o = 2 × 10-4 M;  
[AN]o = [AA]o = 0,05 M; T = 37,5 ºC 
 
La figura 4.8 ilustra la variación de las velocidades de formación de los aductos 
NBP–AN y NBP–AA al modificar la composición del medio. Se observa que la 
disminución en la componente acuosa del medio de reacción, ocasiona una merma en la 
velocidad de formación del aducto. Se ve también que la concentración del aducto NBP–
AN formado es considerablemente mayor que el de NBP–AA en un mismo tiempo. Más 
adelante se volverá sobre este resultado.  
 
 4.1.4. Influencia de la temperatura: parámetros termodinámicos de 
activación 
 
 La tabla 4.4 recoge los valores de las constantes de velocidad de alquilación 
(ecuación 4.1) en los diferentes medios agua/dioxano, en el intervalo de temperaturas 15,0 
ºC–40,0 ºC. 
 Con las ecuaciones de Arrhenius (ecuación 3.7) y Eyring–Wynne–Jones (ecuación 







































caso. En todos los casos se observó un excelente ajuste a esas ecuaciones (figura 4.9) lo 
que, por otra parte, constituye una sanción del método de trabajo utilizado. 
 
  
Figura 4.9. Diagramas de Arrhenius (a) y Eyring–Wynne–Jones (b) para las reacciones de 



































Tabla 4.4. Constantes de velocidad de la reacción de alquilación de NBP por compuestos α,β−insaturados a diferentes temperaturas y medios de reacción 
Temperatura 
(ºC) 
105  kalq (M-1 s-1)a 
AN AM AA 
Relación H2O/dioxano (vol.) 
7/3 6/4 5/5 7/3 6/4 5/5 7/3 6/4 5/5 
15,0 5,30 ± 0,30 2,40 ± 0,09 1,10 ± 0,09 0,32 ± 0,06 0,08 ± 0,02 0,026 ± 0,007 0,05 ± 0,02 0,04 ± 0,01 0,03 ± 0,01 
20,0 7,00 ± 0,30 3,20 ± 0,06 1,30 ± 0,02 0,45 ± 0,06 0,12 ± 0,01 0,042 ± 0,005 0,07 ± 0,03 0,06 ± 0,01 0,035 ± 0,002 
22,5 8,10 ± 0,70 3,60 ± 0,15 1,40 ± 0,01 0,53 ± 0,06 0,14 ± 0,01 0,053 ± 0,006 0,08 ± 0,03 0,07 ± 0,01 0,04 ± 0,01 
25,0 9,60 ± 0,90 4,00 ± 0,06 1,70 ± 0,03 0,61 ± 0,08 0,18 ± 0,02 0,070 ± 0,008 0,10 ± 0,01 0,08 ± 0,02 0,05 ± 0,01 
27,5 11,0 ± 0,7 4,80 ± 0,10 1,90 ± 0,03 0,72 ± 0,07 0,21 ± 0,01 0,081 ± 0,005 0,12 ± 0,06 0,09 ± 0,02 0,06 ± 0,01 
30,0 12,0 ± 0,8 5,70 ± 0,12 2,20 ± 0,09 0,90 ± 0,07 0,26 ± 0,01 0,094 ± 0,003 0,15 ± 0,05 0,11 ± 0,01 0,07 ± 0,01 
32,5 14,0 ± 0,7 6,50 ± 0,11 2,30 ± 0,06 1,01 ± 0,07 0,32 ± 0,02 0,13 ± 0,02 0,18 ± 0,05 0,13 ± 0,01 0,08 ± 0,01 
35,0 16,0 ± 0,7 6,90 ± 0,10 2,70 ± 0,04 1,10 ± 0,07 0,38 ± 0,02 0,16 ± 0,02 0,21 ± 0,05 0,16 ± 0,01 0,09 ± 0,01 
37,0 17,5 ± 0,3 7,70 ± 0,12 3,00 ± 0,04 1,29 ± 0,07 0,43 ± 0,02 0,18 ± 0,02 0,23 ± 0,04 0,17 ± 0,02 0,093 ± 0,002 
37,5 18,0 ± 0,7 7,80 ± 0,12 3,10 ± 0,04 1,37 ± 0,07 0,47 ± 0,02 0,20 ± 0,01 0,24 ± 0,04 0,18 ± 0,02 0,10 ± 0,02 
40,0 20,4 ± 0,3 9,00 ± 0,20 3,40 ± 0,05 0,61 ± 0,08 0,55 ± 0,03 0,24 ± 0,02 0,28 ± 0,04 0,21 ± 0,02 0,12 ± 0,02 
(a) Valores con un intervalo de confianza del 95%  
 
 




La tabla 4.5 da cuenta de los valores de los parámetros termodinámicos de activación para 
cada una de las reacciones de formación de los aductos α,β−UC en los distintos medios de 
reacción agua/dioxano investigados. 
Los elevados valores negativos de las entropías de activación son coherentes con un  
mecanismo bimolecular de formación de los aductos. 
 Los resultados obtenidos en diferentes medios revelan que las reacciones de 
alquilación se ven inhibidas por el aumento del componente orgánico, es decir, con la 
disminución de la constante dieléctrica del medio (ε7/3 = 48,5; ε6/4 = 40,5; ε5/5 = 32)
374.  
Este resultado puede ser de utilidad cuando se trabaja en medios hidrófilo/lipófilo, 
frecuentes en Ciencia y tecnología de los alimentos. Por ejemplo, puede afectar al potencial 
alquilante de algunos componentes de ciertos alimentos (cf. Tabla 2.1)375, 376 en el estómago 
humano. La presencia simultánea en el mismo de bebidas alcohólicas o alimentos ricos en 
aceites –como las ensaladas o conservas en aceite– podrían inhibir el potencial alquilante de 
sus componentes α,β−insaturados.377 
 El análisis de los resultados recogidos en la Tabla 4.4, muestra la siguiente secuencia 
de potenciales alquilantes de los α,β−UC: AN > AM > AA, de modo que la formación del 
aducto NBP–AN es aproximadamente 10 veces mayor que la del aducto NBP–AM y 100 
veces mayor que la del NBP–AA.  
Los resultados descritos revelan la existencia de una correlación entre reactividad 
química in vitro y capacidad mutágena/cancerígena,378 lo que permite conferirles cierto 
carácter predictivo, minimizando al mismo tiempo ensayos con animales de 
experimentación (vide infra).379 
 
 
                                                          
374 Åkerlöf, G.; Short, O. A. The dielectric constant of dioxane-water mixtures between 0 and 80º. J. Am. 
Chem. Soc. 1936, 58, 1241  
375 Stadler, R. H.; Verzegnassi, L.; Varga, N.; Grigorov, M.; Studer, A.; Riediker, S.; Schilter, B. Formation of 
vinylogous compounds in model Maillard reaction systems. Chem. Res. Toxicol. 2003, 16, 1242-1250 
376 Stadler, R. H.; Robert, F.; Riediker, S.; Varga, N.; Davidek, T.; Devaud, S.; Goldmann, T.; Hau, J.; Blanck, 
I. In-depth mechanistic study on the formation of acrylamide and other vinylogous compounds by the 
Maillard reaction. J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 5550-5558 
377 García-Prieto, J. C.; Mateos, R.; Calle, E.; Casado, J. Inhibition of Nitrosation by the reaction medium. J. 
Agric. Food Chem. 1998, 46, 3517-3520 
378 Léonard, A.; Gerber, G. B.; Stecca, C.; Rueff, J.; Borba, H.; Farmer, P. B.; Sram, R. J.; Czeizel, A. E.; Kalina, 
I. Mutagenicity, carcinogenicity and teratogenicity of acrylonitrile. Mutat. Res.-Rev. Mutat. Res. 1999, 436, 
263-283 
379 Manso, J. A.; Pérez-Prior, M. T.; García-Santos, M. P.; Calle, E.; Casado, J. A kinetic approach to the 


















(J mol-1 K-1)a 
∆‡Go (35,0 ºC) 
(kJ mol-1)a 
Relación H2O/dioxano 
7/3 6/4 5/5 7/3 6/4 5/5 7/3 6/4 5/5 
AN 38 ± 1 38 ± 1 35 ± 1 194 ± 3 203 ± 5 219 ± 4 98 ± 1 100 ± 1 96 ± 2 
AM 45 ± 1 55 ± 1 64 ± 1 194 ± 4 169 ± 3 149 ± 4 104 ± 1 107 ± 1 110 ± 1 
AA 51 ± 1 49 ± 1 45 ± 1 189 ± 4 197 ± 2  216 ± 3 109 ± 1 110 ± 1 112 ± 1  
AC No se observó reacción 








 Al contrario de lo que ocurre con algunos biomarcadores (como los nucleósidos 
Guo y Ade), no se ha observado alquilación de NBP por AC. Este hecho es significativo, 
porque en la alquilación del substrato Guo380 el AC reacciona con este nucleósido (de la 
misma manera que con Ade) en dos sitios de enlace: el N1 exocíclico y el N2 endocíclico.381 
La ausencia de estas características estructurales en la molécula de NBP puede explicar su 
falta de reactividad frente a AC. 
 Si se toma como referencia el medio de reacción agua/dioxano 7:3 (vol.), los 
valores de los parámetros termodinámicos de activación (Tabla 4.5) muestran que las 
reacciones de alquilación del substrato NBP por α,β−UC transcurren por un mecanismo 
de control entálpico. 
 En términos comparativos, la pequeña influencia de la entropía de activación (Tabla 
4.5) sobre la reactividad de los α,β−UC frente al común substrato de alquilación NBP, es 
coherente con las estructuras moleculares de los mismos (cf. Fig. 4.10) que, en términos 
meramente estéricos, no deben dar lugar a cambios estructurales significativos en los 
correspondientes complejos activados, como reflejan los valores de ∆‡So (Tabla 4.5). 
 
    
AM AN AA AC 
Figura 4.10. Estructuras de los agentes alquilantes α,β−insaturados estudiados en este trabajo 
 
Al modificar el medio de reacción se observa que, tanto AN como AA, presentan 
valores de entalpía prácticamente invariables. En el caso de AM, al aumentar la 
componente acuosa del medio de reacción, disminuyen los valores de las entalpías de 
activación y, al mismo tiempo, aumentan los valores absolutos de las entropías de 
activación. Ello sugiere un complejo activo de naturaleza polar, análoga a la del propio 
aducto resultante de la alquilación ([ref. 373]; cf. figura 4.4).382 Dicho complejo puede ser 
resultado de la formación de puentes de hidrógeno entre el dioxano y los grupos amida.383 
La figura 4.12 ilustra este modo de pensar. 
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Figura 4.10. Puentes de hidrógeno dioxano–AM durante la alquilación de NBP  
 
Como es sabido, la correlación de Hammett es una de las herramientas más 
utilizadas en el análisis de la influencia de los substituyentes sobre las constantes de 
velocidad de distintas series de reacciones.384 En nuestro caso puede escribirse así:   
( )alq olog α,β-UC ρ σ log  = ⋅ + k k  (4.2) 
donde kalq(α,β−UC) es la constante de velocidad de alquilación de la NBP por cada uno de 




Figura 4.11. Correlaciones de Hammett sobre la influencia de los substituyentes en la reactividad 
de los α,β−UC 
 
La figura 4.11-a ilustra la excelente correlación obtenida utilizando los parámetros 
de Hammett385 y revela que las reacciones de alquilación de la NBP por α,β−UC están 
controladas por efecto polar. El valor positivo de ρ confirma que las reacciones transcurren 
                                                          
384 Leffler, J. E.; Grunwald, E. Rate and equilibria of organic reactions as treated by statistical, thermodynamic and 
extra-thermodynamic methods. Dover Publications Inc.: New York, 1989 
385 Exner, O. Correlation analysis of chemical data. Plenum Press: New York, 1988 












































por un mecanismo de adición nucleofílica,386 siendo moderadamente aceleradas por grupos 
aceptores de electrones.  
Como la introducción de substituyentes aceptores de electrones en los sistemas 
π de una molécula pueden dar lugar a desplazamientos hipsócromos,387 se ha buscado una 
posible correlación entre los valores del parámetro polar, σ, de Hammett y los 
desplazamientos hipsócromos de los distintos substituyentes. La figura 4.11-b muestra una 
excelente correlación. 
Las correlaciones reflejadas en las figuras 4.11-a y 4.11-b constituyen un argumento 
de apoyo al mecanismo de reacción propuesto para la formación de los aductos NBP– 
α,β–UC. 







−∆ =  
 
k RT  (4.3) 
los valores de ∆‡Go pueden ser parámetros cinéticos muy útiles para establecer, en términos 
cuantitativos, una escala de potenciales de alquilación. La Tabla 4.6 muestra algunos de 
estos valores. 
Junto a la merma de reactividad de AN, AM y AA como agentes alquilantes al 
aumentar la proporción de componente orgánico (dioxano) del medio de reacción, los 
valores de ∆‡Go reseñados en la Tabla 4.6 revelan: i) la existencia de una correlación entre 
reactividad química y carcinogenia: mientras la β−propiolactona y β−butirolactona están 
clasificadas como posibles carcinógenos humanos,388 los sorbatos –aunque clasificados 
como “Generally recognized as safe” (GRAS) por la FDA americana– han mostrado una débil 
capacidad genotóxica.389, 390 Los valores más altos de ∆‡Go en los casos de AM y AA, 
responsable de sus bajas reactividades, son congruentes con los estudios epidemiológicos 
realizados con ellos. Aunque, en el caso de AM y como se ha reseñado en páginas 
                                                          
386 March, J. Advanced organic chemistry: reactions, mechanisms and structure. 6ta ed., John Wiley & Sons, Inc.: 
New Jersey, 2007 
387 Plumb, J. A.; Milray, R.; Kaye, S. B. Effects of the pH dependence of 3–(4,5–dimtehylthiazol–2–yl)–2,5–
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tetrazolium–based assay. Cancer Res. 1989, 49, 4435-4440 
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389 Würgler, F. E.; Schlatter, J.; Maier, P. The genotoxicity status of sorbic acid, potassium sorbate and 
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390 Münzner, R.; Guigas, C.; Renner, H. W. Re-examination of potassium sorbate for possible genotoxic 
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anteriores, su potencial genotóxico ha sido –y sigue siéndolo– objeto de debate,391, 392 ya que 
la molécula ha sido clasificada como “probably carcinogenic to humans” por la IARC (Grupo 
2A). En el caso de AA –el compuesto, de todos los estudiados, que presenta el mayor valor 
de ∆‡Go– los datos son concordantes con su bajo potencial carcinógeno y mutágeno dentro 
del grupo de compuestos estudiados (es el único de los α,β−UC estudiados incluido en el 
Grupo 3 de la IARC, “not classifiable as to its carcinogenicity to humans”).  
 





(J mol-1 K-1)a 
∆‡Go 
(kJ mol.-1)a 
β−propiolactonab 41 ± 2 148 ± 6 87 ± 2 
β−butirolactonab 47 ± 2 148 ± 6 93 ± 2 
dicetena393 26 ± 2 152 ± 5 73 ± 3 
óxido de p–nitroestireno394  54 ± 2 139 ± 5 97 ± 2 
Sorbato potásico395 78 ± 7 70 ± 12 99 ± 6 
Acrilonitrilo 38 ± 1 194 ± 3 98 ± 1 
Acrilamida 45 ± 2 193 ± 9 104 ± 2 
Ácido acrílico 51 ± 1 189 ± 4 109 ± 1 
      (a) Medio de reacción 7:3 (vol.) de H2O/dioxano   (b) Ref. 43 
      Valores con sus desviaciones estándar 
 
Finalmente, el valor más bajo de ∆‡Go para la alquilación por acrilonitrilo es 
congruente con lo discutido en líneas anteriores respecto a su actividad mutágena/ 
cancerígena (cf. Tabla 4.4, [ref. 34]).  
Mientras que los valores de ∆‡Ho para las reacciones de alquilación del substrato 
NBP por los diferentes α,β−UC son prácticamente los mismos que para la alquilación por 
β−propiolactona y β−butirolactona (algunos de los agentes alquilantes más potentes), es el 
término termentrópico T∆‡So el responsable directo de la menor reactividad. Se trata de un 
resultado de notable interés en términos cinéticos (mecanismo de reacción), con posibles 
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proyecciones prácticas de carácter bioquímico (cf. en Tabla 4.5 la notable influencia de la 
composición del medio en el valor de ∆‡Go). 
 
4.2. Estudio cinético de la alquilación de nucleósidos  
 
 Las reacciones de alquilación de nucleósidos por α,β−UC se investigaron en los 
intervalos de pH = 8,0–11,0 y T = 15–40 ºC. Las disoluciones de Guo y Urd en NaOH son 
estables a temperatura ambiente.396 Los valores de pH se mantuvieron constantes durante el 
tiempo de reacción.  
  
 4.2.1. Alquilación de guanosina por acrilonitrilo, ácido acrílico y acrilamida 
 
 El análisis cromatográfico permitió resolver los picos mayoritarios de la mezcla de 
reacción de Guo y AN. Los tiempos de retención fueron  19,5 min y 25,5 min para Guo y 
para el aducto Guo–AN, respectivamente. La figura 4.12 muestra uno de los 
cromatogramas obtenidos para esta reacción. 
 
 
Figura 4.12. Cromatograma de la mezcla de reacción Guo–AN  (cf. figura 3.4-a). 1: Guo, 2: aducto 
Guo–AN (U.A. = unidades arbitrarias) 
 
Las fracciones obtenidas en la separación cromatográfica se recogieron y 
purificaron para su caracterización. La figura 4.13 muestra el espectro de masas 
correspondiente al pico del aducto Guo–AN (cf. pico 2, figura 4.12). 
Los picos del compuesto protonado y de éste con los iones sodio se observaron a 
m/z 337,2 y m/z 359,2, respectivamente, y corresponden al compuesto (2–cianoetil) 
guanosina. La señal a m/z 117,8 corresponde a la fragmentación del azúcar en el aducto (la 
ribosa menos una molécula de H2O) así como la señal a m/z 101,8 (la ribosa menos dos 
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moléculas de H2O). Ello prueba que no se han producido reacciones de cianoetilación en 
las posiciones 3` y 5` del anillo de ribosa. La señal a m/z 204,9 se ha atribuido a la pérdida 
de la ribosa en la guanosina alquilada. La señal a m/z 151,8 corresponde a la parte 
glicosídica no alquilada. 
 
 
Figura 4.13. Espectro de masas del aducto Guo–AN 
 
 Los espectros H1–RMN confirman la presencia del aducto esperado. La ausencia de 
la señal a 10,6 ppm –que corresponde al protón del nitrógeno N1 de la base nitrogenada– 
es evidencia de la alquilación de Guo en esa posición. 
 
 
Figura 4.14. Espectros UV–Vis de Guo (línea continua) y del aducto Guo–AN (línea de puntos)   
 
 El espectro UV–Vis del aducto presenta las características propias de una 















presentar un pequeño hombro en λ = ~270 nm).397 La figura 4.14 muestra los espectros 
UV–Vis de Guo y del aducto Guo–AN.  
 La figura 4.15 ilustra la influencia del pH sobre la reacción de alquilación de Guo 
por AN. Se observa que el aducto formado es estable en pH < 10,0. A pH < 8,0 no se 
observó reacción alguna. 
 
  
Figura 4.15. Influencia del pH en la reacción de alquilación de Guo por AN. 
[Guo]o = 1 × 10−4 M; [AN]o = 0,05 M; T = 37,5 ºC; (■) pH = 9,6; (◊) pH = 9,9; (□) pH = 10,4;   
(▲) pH = 10,7; (○) pH = 11,1  
 









 (cf. figura 4.16), la molécula de Guo debe estar en forma desprotonada, 
Guo−, para formar aductos. Para confirmarlo, se midió el pKa del nucleósido. En la 
reacción de alquilación por AN, se encontró el valor pKa =10,1 (T = 37,5 ºC). 
Considerando los efectos de la fuerza iónica y de la temperatura, el valor corregido 
concuerda bien con el bibliográfico (pKa = 9,25 a  T = 25,0 ºC).
398 La figura 4.17 muestra 
las curvas de valoración obtenidas para las reacciones de alquilación. 
 
 
Figura 4.16. Desprotonación de Guo a pH > 8,0 (R* = ribosa) 
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Guanosina (Guo) Guanosina desprotonada (Guo )
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Como los tiempos de alquilación de Guo son largos (~40 días, cf. figura 4.15), para 
la determinación de las constantes cinéticas se utilizó el método de velocidades iniciales 
([ref. 369]). La tabla 4.7 y figura 4.18 muestran los datos manejados para la determinación 
de los órdenes en la reacción de alquilación de Guo por AN. Se observa que los órdenes de 
reacción respecto a las concentraciones de cada reactivo son unitarios. 
 
  
Figura 4.17. Curvas de valoración en las reacciones de alquilación de Guo por (a) AN y (b) AM. 
[Guo]o = 1 × 10−4 M; [AN]o = [AM]o = 0,05 M; T = 37,5 ºC 
 
Tabla 4.7. Determinación de los órdenes de reacción en la alquilación de Guo por AN 
Orden de reacción respecto a [AN] Orden de reacción respecto a [Guo] 
102  [AN]o 
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
10−3  vo  
(mU.A. s h-1)a 
104  [Guo]o  
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
10−3  vo  
(mU.A. s h-1)b 
10,0 5,02 ± 0,05 0,5 2,52 ± 0,06 
5,0 2,86 ± 0,03 1,0 4,34 ± 0,05 
3,0 1,88 ± 0,04 2,0 4,78 ± 0,05 
1,0 0,70 ± 0,02 
4,0 11,7 ± 0,12 
6,0 31,8 ± 0,15 
0,5 0,35 ± 0,01  8,0 49,6 ± 0,11 
            (a)[Guo]0 = 1 × 10−4 M; pH = 9,6; T = 37,5 ºC   (b) [AN]o = 0,05 M; pH = 10,4; T = 37,5 ºC 
            Valores con sus desviaciones estándar. 
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Como: i) en la alquilación de Guo por AN, el agente alquilante se encuentra en gran 
exceso respecto al nucleósido (más de cincuenta veces), ii) la guanosina nunca se consumió 
completamente y iii) las reacciones de alquilación en la posición N1 de distintos 
deoxinucleósidos son reversibles,399 se propone la existencia de un equilibrio químico 
(donde KAN = kalq ⁄ kdealq) entre Guo




Figura 4.19. Mecanismo de alquilación de Guo por AN (R* = ribosa) 
 
De ese mecanismo se deduce la siguiente ecuación de velocidad (pH < 10,0): 
 Guo Guoalq o dealq
d[AD]




− −− −= −   (4.4) 




 las constantes de 
orden uno de alquilación y desalquilación de Guo−, respectivamente. 
Como 
total[Guo] [Guo ] [Guo]








[AN] [Guo] [AD] [AD][OH ]
d [H ]




























=  + 
y Guo Guodealq dealq´ [OH ]k k
− − −= son las pseudoconstantes de 
orden uno de alquilación y desalquilación, respectivamente.     
Al integrar la ecuación 4.5 y expresar [AD] en términos de las áreas cromatográficas 
se obtiene la siguiente expresión: 
                                                          
399 Veldhuyzen, W. F.; Shallop, A. J.; Jones, R. A.; Rokita, S. E. Thermodynamic versus kinetic products of 
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= ⋅ ⋅ ⋅ ∆ ×
+
  (4.6) 
donde el área se expresa en mU.A.s, ε es el coeficiente de absorción molar del aducto 
Guo–AN (expresado en U.A. M-1 cm-1), l es el paso óptico y ∆teluc el tiempo de elución 
(~0,4 min).400 
 Para conocer el valor de ε (λ = 254 nm), mantenida constante la concentración del 
nucleósido, se varían las concentraciones del α,β−UC. La figura 4.20 muestra el excelente 
ajuste de los resultados a la ecuación 4.6. 
 
 
Figura 4.20. Determinación del coeficiente de absorción molar del aducto Guo–AN.             
[Guo]o = 1 × 10−4 M; (□) [AN]o = 0,005 M; (▲) [AN]o = 0,01 M; (♦) [AN]o = 0,03 M;                 
(○) [AN]o = 0,05 M; (■) [AN]o = 0,10 M; T = 37,5 ºC; pH = 9,6 
 
 Cuando t → ∞ (es decir, cuando se alcanzan las mesetas; cf. figura 4.20), la ecuación 




























 + = ⋅ ⋅ ⋅ ×
∆  
+ + 
  (4.7) 



















= = =  (4.9) 
                                                          
400 Pelillo, M.; Cuvelier, M. E.; Biguzzi, B.; Gallina-Toschi, T.; Berset, C.; Lercker, G. Calculation of the 
molar absorptivity of polyphenols by using liquid chromatography with diode array detection: the case of 
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 Los parámetros a y b se han calculado mediante ajuste no lineal de los resultados 
experimentales. La figura 4.21 muestra el buen ajuste a la ecuación 4.7 para las reacciones 
de alquilación por AN y AM.  
 
 
Figura 4.21. Determinación de los valores de ε y KAN para la alquilación de Guo por (■) AN y    
(○) AM; pH = 9,6; T = 37,5 ºC 
 
 En el caso de la alquilación de Guo por AN se obtuvieron los valores siguientes:    
ε = (5,1 ± 0,3) × 105 U.A. M-1 cm-1 (λ = 254 nm; T =  37,5 ºC ) y KAN = (5,5 ± 0,6) × 10
−4.  














= = , conduce al valor KAN = (6,2 ± 1,4) × 10
−4. La 
similitud en los valores de KAN obtenidos mediante ajuste no lineal y experimentalmente 
respalda el mecanismo de alquilación propuesto (figura 4.19). 
 Conocido el valor de ε, los valores de las constantes de velocidad de alquilación se 
han calculado mediante la expresión: 
 Guo













 = = ⋅ ⋅ ⋅ ∆ ⋅ ⋅ ×  + 
  (4.10) 
 La Tabla 4.8 muestra los valores obtenidos para las constantes de velocidad y de 
equilibrio y su variación con la temperatura. Finalmente, con las ecuaciones de Arrhenius y 
Eyring–Wynne–Jones  (ecuaciones 3.7 y 3.8), se han calculado los valores de los parámetros 
termodinámicos de activación. La tabla 4.9 da cuenta de los resultados. 
Con los valores de la constante de equilibrio, KAN, a diferentes temperaturas, 
mediante la ecuación de van´t Hoff401 se calculó la entalpía de reacción, encontrándose el 
valor ∆H º = (47 ± 2) kJ mol-1.  
                                                          



























[AN] Ka / (Ka + [H+])




Tabla 4.8. Constante de velocidad de alquilación de Guo por AN a diferentes temperaturas 
Temperatura  
(ºC) 
105  kalq  
(M-1 s-1)a 
104  KAN a 
15,0 1,33 ± 0,08 1,1 ± 0,1 
20,0 2,1 ± 0,2 2,2 ± 0,2 
25,0 3,5 ± 0,3 2,5 ± 0,1 
30,0 5,7 ± 0,4 2,5 ± 0,1 
35,0 6,8 ± 0,8 4,7 ± 0,2 
37,0 8,5 ± 0,6 5,3 ± 0,3 
37,5 8,7 ± 0,6 5,5 ± 0,3 
40,0 10,0 ± 0,7 7,1 ± 0,4 
          (a) Valores con un intervalo de confianza del 95%. 
 






(J mol-1 K-1)a 
∆‡Go (35 ºC) 
(kJ mol-1)a 
61 ± 2 58 ± 2 136 ± 7 100 ± 2 
      (a) Valores con sus desviaciones estándar. 
 
 
Figura 4.22. Diagrama de energía de la reacción de alquilación de Guo por AN 
 
 La figura 4.22 muestra el diagrama de energía para la reacción de alquilación de 
Guo por AN. La diferencia en ~10 kJ mol-1 entre los valores ∆Hº y ∆‡Ho ilustra la fácil 
reversibilidad de esta reacción. Esto es consistente con el hecho de que las alquilaciones de 
Guo en la posición N1 por AN pueden corregirse fácilmente mediante mecanismos de 




reparación (e.g. la desalquilación oxidativa es una ruta mecanística que repara daños por    
N–alquilaciones en bases del ADN, regenerando las nucleobases a su estado original).402, 403  
 La alquilación de Guo por AM es más lenta que por AN. La reacción de hidrólisis 
no se ha tomado en consideración, por precisar temperaturas elevadas.404 
La figura 4.23 muestra los perfiles cinéticos de las reacciones de alquilación de Guo 
por AN y AM. Puede observarse la considerable diferencia en los tiempos de reacción 
necesarios para alcanzar saturación (~500 h más en el caso de AM). 
 
Figura 4.23. Perfiles cinéticos para la reacción de alquilación de Guo por (a) AN y (b) AM.    
[Guo]o = 1 × 10−4 M; [AN]o = 0,05 M; [AM]o = 0,10 M; pH = 9.6; T = 37,5 ºC 
 
 El análisis cromatográfico (cf. figura 3.4-b) permitió resolver los picos mayoritarios 
de la mezcla de reacción de Guo y AM. Los tiempos de retención  fueron 11,2 min, 18,0 
min y 20,0 min, para el aducto Guo–AM, AM y Guo, respectivamente.  
 
 
Figura 4.24. Cromatograma de la mezcla de reacción Guo–AM. 1: aducto Guo–AM; 2: AM;                  
3: Guo (U.A. = unidades arbitrarias) 
 
                                                          
402 Drabløs, F.; Feyzi, M.; Aas, P. A.; Vaagbø, C.B.; Kavli, B.; Bratlie, M. S.; Peña-Diaz, J.; Otterlei, M.; 
Slupphaug, G.; Krokan, H. E. Alkylation damage in DNA and RNA. Repair mechanisms and medical 
significance. DNA Repair 2004, 3, 1389-1407 
403 Mishina, Y.; He, C. Oxidative dealkylation DNA repair. J. Inorg. Biochem. 2006, 100, 670-678 
404 Carey, F.; Sundberj, R. Advanced Organic Chemistry. Part A: Structure and Mechanisms, 4th ed.; Springer 


































































Los aductos obtenidos son estables en el margen de pH utilizado.405 La figura 4.24 
muestra uno de los cromatogramas obtenidos.  
 Como en el caso de la alquilación por AN, las fracciones obtenidas en la separación 
cromatográfica se purificaron para su caracterización. La figura 4.25 muestra el espectro de 
masas correspondiente al aducto Guo–AM (cf. pico 1, figura 4.24). 
 
 
Figura 4.25. Espectro de masas del aducto Guo–AM 
 
No se observó formación del aducto 1–(2–formamidoetil)guanosina, lo que se 
atribuyó a la hidrólisis del grupo amida para formar el aducto 1–(2–carboxietil)guanosina.406 
El pico en m/z 302, junto a la ausencia del correspondiente al aducto 1–(2–carboxietil) 
guanosina, confirman que el compuesto final ha ciclado hasta un aducto del tipo 1,N2–Guo 
(figura 4.25).  
El espectro H1–RMN mostró las señales esperadas para una alquilación de Guo en 
la posición N1 (i.e. ninguna señal a campo más bajo de 10,0 ppm). El espectro UV–Vis 
presenta las características propias de una N–alquilación (cf. figura 4.14).  
Al igual que en las reacciones de alquilación por AN, no se observó reacción de 
alquilación por AM en pH < 8,0,  lo que indica que la forma desprotonada de Guo es la 
que actúa como substrato de alquilación (figura 4.16). Para confirmarlo se midió el pKa 
encontrándose el valor  9,8 (T = 37,5 ºC; cf. figura 4.17-b), muy semejante al bibliográfico 
(pKa = 9,5; [ref. 398]). 
Como se ha apuntado antes, las reacciones de alquilación por AM presentan 
tiempos de reacción superiores a 1200 h (cf. figura 4.23-b), por lo que, para su tratamiento 
                                                          
405 Solomon, J. J. DNA adducts of lactones, sultones, acylating agents and acrylic compounds. IARC Sci. 
Publ. 1994, 125, 179-198 
406 Solomon, J. J.; Fedyk, J.; Mukai, F.; Segal, A. Direct alkylation of 2`–deoxynucleosides and DNA 
following in vitro reaction with acrylamide. Cancer Res. 1985, 45, 3465-3470 




cinético, se ha utilizado el método de velocidades iniciales ([ref. 369]). La tabla 4.10 y figura 
4.26 dan cuenta de los datos y resultados obtenidos. Como puede observarse, la reacción 
de alquilación de Guo por AM es de orden uno respecto a la concentración de cada uno de 
los reactivos. 
 
Tabla 4.10. Determinación de los órdenes de reacción en la alquilación de Guo por AM 
Orden de reacción respecto a [AM] Orden de reacción respecto a [Guo] 
10  [AM]o  
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
10−3  vo  
(mU.A. s h-1)a 
104  [Guo]o  
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
10−3  vo  
(mU.A. s h-1)b 
5,0 11,05 ± 0,10  0,5 0,83 ± 0,04 
2,0 5,82 ± 0,09  1,0 1,11 ± 0,04 
1,0 3,13 ± 0,09  2,5 3,88 ± 0,05 
0,5 1,63 ± 0,06 
5,0 6,12 ± 0,07 
0,1 0,30 ± 0,02 
0,05 0,11 ± 0,01   7,5 8,47 ± 0,07 
              (a)[Guo]0 = 1 × 10−4 M; pH = 9.6; T = 37,5 ºC   (b)[AM]o = 0,10 M; pH = 9,6; T = 37,5 ºC 
              Valores con sus desviaciones estándar. 
 
Figura 4.26. Órdenes de reacción respecto a: (a) [Guo] y (b) [AM]. 
 
A diferencia de lo observado en la alquilación de Guo por AN, el substrato de 
alquilación  se consumió completamente, lo que indica que ahora no hay un equilibrio entre 
el nucleósido desprotonado y el aducto. Además, en la alquilación por AM la relación 
Áreat→∞/∆teluc no varía al hacerlo la concentración de la amida α,β−insaturada (figura 4.21), 
lo que indica que en esta reacción no hay reversibilidad.  
Los resultados obtenidos han conducido a proponer el mecanismo de reacción 
reflejado en la figura 4.27. 
  































Figura 4.27. Alquilación de Guo por AM (R* = ribosa) 
 
Al no haber reacción reversible ( Guodealq 0k
−
= ), la ecuación de velocidad para la 
formación del aducto, AD, entre Guo y AM viene dada por la expresión: 




























ε→∞ = ⋅ ⋅ ⋅
∆
 (4.13) 
La figura 4.23-b muestra el buen ajuste de los datos a la ecuación 4.12. Para 
determinar el coeficiente de absorción molar, el ajuste de datos a la ecuación 4.13 (cf. figura 
4.21) conduce al valor  ε  = (3,3 ± 0,1) × 10
5 U.A. M-1 cm-1 (λ = 254 nm; T = 37 ºC). 
Con el valor de ε se calcularon los de las correspondientes constantes de velocidad. 
En la tabla 4.11 y 4.12 se muestran los valores obtenidos para las constantes de velocidad y 
para los parámetros termodinámicos de activación. 
Con el ácido acrílico no se observó reacción de alquilación significativa después de 
cuatro semanas. Como el AA tiene un pKa = 4,25, a valores de pH > 7,0 la adición de 
Michael a Guo no puede tener lugar mediante el ion carboxilato, AA−. La adición nucleófila 
al doble enlace terminal de AA− genera una carga negativa en el carbono α que desfavorece 
el ataque nucleofílico de Guo hacia AA. 
La tabla 4.13 muestra la correlación entre la reactividad química (kalq, ∆‡G
o) de los 
agentes alquilantes aquí estudiados y su capacidad para formar aductos con el biomarcador 
hemoglobina. Dada la influencia exponencial de ∆‡Go sobre los coeficientes de velocidad 




(ecuación de Eyring), sus valores son buenos indicadores de la eficiencia de los agentes 
alquilantes para formar aductos con substratos nucleófilos (e.g. nucleósidos). 
 




105  kalq  
(M-1 s-1)a 
15,0 −b 
20,0 0,090 ± 0,001 
25,0 0,18 ± 0,01 
30,0 0,28 ± 0,01 
35,0 0,58 ± 0,01 
37,0 0,69 ± 0,01 
37,5 0,72 ± 0,05 
40,0 0,92 ± 0,08 
                          (a) Valores con un intervalo de confianza del 95% 
               (b) Reacción muy lenta.  
 






(J mol-1 K-1)a 
∆‡Go (35 ºC) 
(kJ mol-1)a 
89 ± 2 87 ± 2 65 ± 7 107 ± 2 
      (a) Valores con sus desviaciones estándar. 
 
Tabla 4.13. Correlación entre la reactividad química de AN, AM y AA con su capacidad para 
formar aductos con la hemoglobina 
Agente alquilante 
104  kalq (37 ºC) 
(M-1 s-1)a 
∆‡Gø (37 ºC) 
(kJ mol-1)b 
Aductos de hemoglobina  
20 cigarros/día (pmol g-1)407 
AN 0,85 ± 0,06 100 ± 2 168 ± 4 
AM 0,069 ± 0,001 107 ± 2 144 ± 5 
AA N.R. Clasificado como no cancerígeno 
para los seres humanos408 
     (a) Valores dados con un intervalo de confianza del 95%. 
     (b) Valores con sus desviaciones estándar. 
 
                                                          
407 Bergmark, E.; Hemoglobin adducts of acrylamide and acrylonitrile in laboratory workers, smokers and 
non smokers. Chem. Res. Toxicol. 1997, 10, 78-84 
408 International Agency for Research on Cancer (IARC), 1995. Dry cleaning some chlorinated solvents and 
other industrial chemicals. IARC Monographs on the evaluation of carcinogenic risks of chemicals to 
humans. Volumen 63. IARC: Lyon, Francia 




La comparación de los datos contenidos en las tablas 4.8 y 4.11 revela que la 
capacidad alquilante de AN es mayor que la de AM (~10 veces mayor). Estos resultados, 
semejantes a los obtenidos con la NBP como substrato de alquilación (tablas 4.4 y 4.5), son 
congruentes con los alcanzados al estudiar el potencial mutágeno/carcinógeno de las 
mismas especies alquilantes ([ref. 139]).  
Por otra parte, el hecho de que estas reacciones se hayan estudiado a valores de   
pH > 8,0 implica que en medios alcalinos –frecuentes en órganos humanos como intestino 
y páncreas, y en fluidos corporales como saliva y orina– las alquilaciones por AN y AM se 
vean particularmente favorecidas. 
En la alquilación de Guo por AM existe la posibilidad de que el aducto final cicle 
(figura 4.25). La formación de este tipo de aductos puede obstruir la formación de pares de 
bases en la doble hélice de Watson–Crick, lo que puede dar lugar a efectos genotóxicos en 
los humanos.409, 410 Este resultado puede ser de utilidad dentro del actual debate respecto al 
potencial efecto tóxico de AM sobre el organismo humano. 
 
4.2.2. Alquilación de guanosina por acroleína 
 
  Como en los casos anteriores, el análisis cromatográfico permitió resolver los picos 
mayoritarios (figura 3.4-a). Los tiempos de retención fueron: 20,0 min para Guo, 22,6 min 
y 24,8 min para el aducto 1 (α−OH–Guo) y 27,3 min para el aducto 2 (γ−OH–Guo). La 
figura 4.28 muestra, a título de ejemplo, uno de los cromatogramas obtenidos. 
A diferencia de la alquilación por AN, AM y AA, las reacciones de alquilación por 
AC transcurren en el margen de pH = 7,2–7,4 (condiciones celulares) lo que indica que 
Guo se encuentra en forma neutra al formar el aducto correspondiente. 
 La reacción de alquilación de Guo por AC genera dos regioisómeros: los aductos 
α−OH–Guo y γ−OH–Guo.  
Los dos diasteroisómeros del aducto α−OH–Guo  eluyen más rápidamente, como 
dos picos intercambiables, mientras que el aducto γ−OH–Guo eluye como un único pico. 
El aducto γ−OH–Guo es resultado de una adición de Michael al grupo NH2 exocíclico, 
                                                          
409 Eder, E.; Hoffman, C.; Deininger, C.; Scheckenbach, S. Risk assessment for mutagenic and carcinogenic 
activities of α,β−unsaturated carbonyl compounds by a screening strategy based on structure–activity 
relationships. Toxic. In Vitro. 1994, 8, 707-710 
410 Singer, B.; Bartsch, H. Exocyclic DNA adducts in mutagénesis and carcinogenesis. International Agency for 
Research on Cancer (IARC): Lyon, Francia. 1999 




mientras que el aducto α−OH–Guo resulta de un ataque en la posición N1. La figura 4.29 
muestra las estructuras de los dos aductos.411 
 
 
Figura 4.28. Cromatograma de la mezcla de reacción Guo–AC. 1: Guo; 2: aducto α−OH–Guo;   3: 
aducto γ−OH–Guo (U.A. = unidades arbitrarias) 
 
  
Aducto γ−OH–Guo Aducto α−OH–Guo 
Figura 4.29. Estructuras de los aductos formados en la al quilación de Guo por AC. 
 
 Los espectros H1–RMN encontrados son consistentes con los reportados en la 
bibliografía ([ref. 411]). En cuanto a los espectros UV–Vis, ambos aductos muestran su 
máximo de absorción en λ = 259 nm, característico de una N–alquilación típica. 
Finalmente, el espectro de masas de ambos aductos mostró una señal a m/z = 340, 
correspondiente al ion [M + H]+.    
 Mediante el método de aislamiento se encontró que la reacción de alquilación de 
Guo por AC es de orden uno respecto a las concentraciones de cada uno de los reactivos. 
Sobre esta base y, al estar Guo en su forma neutra al formar los aductos, se propone el 
mecanismo de reacción reflejado en la figura 4.30. 
 
                                                          
411 Chung, F. L.; Young, R.; Hecht, S. S. Formation of cyclic 1,N2–propanodeoxyguanosine adducts in DNA 





























Figura 4.30. Alquilación de Guo por AC (R* = ribosa) 
 
Al tratarse de reacciones concurrentes, las ecuaciones de velocidad para la 
formación de los aductos α−OH–Guo y γ−OH–Guo vienen dadas por las siguientes 
expresiones: 
 ( )alq, o o
d[AD ]





α α= −   (4.14) 
( )alq, o o
d[AD ]





γ γ= −  (4.15) 
donde kalq,α y kalq,γ son las constantes de alquilación de Guo por AC para formar los aductos 
α−OH–Guo y γ−OH–Guo, respectivamente. 
Al resolver el sistema de ecuaciones y expresar el resultado en términos de áreas 
cromatográficas se obtiene, para el aducto α−OH–Guo, la expresión: 
 














= ⋅ ⋅ ⋅ ⋅∆ ⋅ ×
+
  (4.16) 
donde εα es el coeficiente de absorción molar del aducto α−OH–Guo. Una ecuación 
similar se obtiene para el aducto γ−OH–Guo, con su correspondiente εγ y constante de 
alquilación.  
En la figura 4.31 se muestra el buen ajuste de los resultados a la ecuación 4.16, 
tanto para el aducto α−OH–Guo como para el γ−OH–Guo. 
 Se tiene así que el cociente entre las áreas de los picos cromatográficos de ambos 
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Figura 4.31. Perfiles cinéticos de la reacción de alquilación de Guo por AC para generar los 
aductos (○) α−OH–Guo y (■) γ−OH–Guo; [Guo]o = 1 × 10−4 M; [AC]o = 0,10 M;  
pH = 7,2; T = 37,5 ºC 
 
 Como la relación α γε ε es conocida (~1,07)
412 y la suma de las constantes de 
alquilación para la formación de los dos aductos (kalq–α + kalq–γ) se obtiene mediante ajuste 
de los datos a la ecuación 4.16, los valores de cada una de las constantes pueden calcularse 
con facilidad. Los valores así calculados están tabulados en la tabla 4.14. La tabla 4.15 
muestra los parámetros termodinámicos de activación correspondientes a la formación de 
cada uno de los aductos. 
 
Tabla 4.14. Constantes de velocidad de las reacciones de formación de aductos Guo–AC  
Temperatura  
(ºC) 
105  kalq–α  
(M-1 s-1)a 
105  kalq–γ  
(M-1 s-1)a 
15,0 0,40 ± 0,08 0,70 ± 0,05 
20,0 0,67 ± 0,05 1,30 ± 0,07 
25,0 1,30 ± 0,08 2,90 ± 0,15 
30,0 2,50 ± 0,08 4,20 ± 0,15 
35,0 5,20 ± 0,32 7,20 ± 0,07 
37,0 5,00 ± 0,20 7,60 ± 0,09 
37,5 5,20 ± 0,30 8,00 ± 0,12 
40,0 5,40 ± 0,35 11,3 ± 0,20 
              (a) Valores con un intervalo de confianza del 95% 
 
El hecho, revelado por los resultados cinéticos, de que la formación del aducto 
γ−OH–Guo es ~1,5 veces más rápida que la del aducto α−OH–Guo, es significativo ya 
                                                          
412 Zhang, S.; Villalta, P. W.; Wang, M.; Hecht, S. S. Detection and Quantitation of acrolein-derived 1, N2–
propanodeoxyguanosine adducts in human lung by liquid chromatography–electrospray ionization–
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que puede correlacionarse con otros resultados de naturaleza biológica,413, 414, 415  que han 
evidenciado que el aducto γ−OH–Guo es el producto mayoritario en la alquilación del 
ADN en tejidos de humanos y animales.  
 








(J mol-1 K-1)a 
∆‡Go (35 ºC) 
(kJ mol-1)a 
α−OH–Guo 85 ± 4 83 ± 4 62 ± 10 102 ± 3 
γ−OH–Guo 80 ± 3 78 ± 3 72 ± 9 100 ± 3 
        (a) Valores con sus desviaciones estándar. 
 
Tabla 4.16. Correlación reactividad química/mutagenicidad en compuestos α,β−insaturados 
Agente 
alquilante 
Reactividad química Mutagenicidad  
(test de Ames)416, 417, 
418 
104  kalq–α (37 ºC) 
(M-1 s-1)a 
104  kalq–γ(37 ºC) 
(M-1 s-1)a 
AC 0,50 ± 0,05 0,76 ± 0,05 +++ 
AN N.R.b − 
AM N.R.b − 
ÁA N.R.b − 
               (a) Valores con un intervalo de confianza del 95%. 
               (b) No se observó reacción a pH < 8,0. 
 
Es oportuno señalar también que, como muestra la tabla 4.16, existe relación entre 
la reactividad de los α,β−UC como agentes alquilantes (en términos de kalq) de Guo y la 
mutagenia de los mismos (test de Ames) en medios biomiméticos. Se observa el alto 
                                                          
413 Nath, R. G.; Chung, F. L. Detection of exocyclic 1, N2–propanodeoxyguanosine adducts as common 
DNA lesions in rodents and humans. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1994, 91, 7491-7495 
414 Nath, R. G.; Ocando, J. E.; Guttenplan, J. B.; Chung, F. L. 1, N2–propanodeoxyguanosine adducts: 
potential new biomarkers of smoking–induced DNA damage in human oral tissue. Cancer Res. 1998, 58, 
581-584   
415 Zaliznyak, T.; Bonala, R.; Attaluri, S.; Johnson, F.; de los Santos, C. Solution structure of DNA containing 
α−OH–PdG: the mutagenic adduct produced by acrolein. Nucleic Acids Res. 2009, 37, 2153-2163   
416 Emmert, B.; Bönger, J.; Keuch, K.; Miller, M.; Emmert, S.; Hallier, E.; Westphal, G. A. Mutagenicity of 
cytochrome P450 2E1 substrates in the Ames test with the metabolic competent S. typhimurium strain 
YG7108pin2ERb5. Toxicology 2006, 228, 66-76 
417 Wiegand, H. J.; Schiffmann, D.; Henschler, D. Non-genotoxicity of acrylic acid and n–butyl acrylate in a 
mammalian cell system (SHE cells). Arch. Toxicol. 1989, 63, 250 
418 Marnett, L. J.; Hurd, H. K.; Hollstein, M. C.; Levin, D. E.; Esterbauer, H.; Ames, B. N. Naturally 
occurring carbonyl compounds are mutagens in Salmonella tester strain TA104. Mutat. Res. Fundam. Mol. 
Mech. Mutagen. 1985, 148, 25-34 




potencial alquilante y alta mutagenia de AC, en términos comparativos con los otros tres 
agentes alquilantes investigados en este trabajo. 
 
 4.2.3. Alquilación de uridina por compuestos α,β−insaturados 
 
 En la alquilación de uridina (Urd) por AN el análisis cromatográfico permitió 
resolver los picos mayoritarios (cf. figura 3.5), Los tiempos de retención fueron 24,1 min 
para Guo y 27,8 min para el aducto Urd–AN. La figura 4.32 muestra uno de los 
cromatogramas obtenidos durante la reacción de alquilación. 
 
 
Figura 4.32. Cromatograma de la mezcla de reacción Urd–AN. 1: Urd,  
2: aducto Urd–AN (U.A. = unidades arbitrarias) 
 
Como en las reacciones de alquilación de Guo, las fracciones obtenidas en la 
separación cromatográfica se recogieron y purificaron para su caracterización. La figura 
4.33 muestra el espectro UV–Vis del aducto formado. 
 
 
Figura 4.33. Espectros UV–Vis del aducto Urd–AN 
  
 Por otra parte, en el espectro de H1–RMN del aducto formado no se observó la 
señal a 11,1 ppm –que corresponde al protón del nitrógeno N1– lo que evidencia que la 
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 Finalmente, el espectro de masas del aducto mostró una señal a m/z = 317, 
indicativa de que el aducto se hidroliza para generar el correspondiente ácido. 
 Tras la caracterización de los aductos se investigó la influencia del pH. Como a  pH 
< 8,0 no se observa reacción de alquilación, se desprende que Urd se encuentra en su 
forma desprotonada al formar el aducto (figura 4.34).  
 
 
Figura 4.34. Desprotonación de Urd a pH > 8 (R* = ribosa) 
 
 Para confirmar la situación descrita se determinó el pKa del nucleósido, 
encontrándose el valor 9,10 (T = 37,5 ºC). Corregido con los efectos de la fuerza iónica y 
temperatura, se encontró el valor pKa = 9.20 a T = 25,0 ºC en buena concordancia con el 
bibliográfico (pKa = 9.50).
419, 420 La figura 4.35 muestra la curva de valoración. 
 
 
Figura 4.35. Curva de valoración en la alquilación de Urd por AN 
 
 Mediante el método de aislamiento se determinaron los órdenes de reacción para la 
alquilación de Urd por AN. La tabla 4.17 y figura 4.36 dan cuenta de los datos manejados y 
resultados obtenidos. Se deduce así que la reacción de alquilación de Urd por AN es de 
orden uno respecto a las concentraciones de cada reactivo. 
 
 
                                                          
419 Saenger, W. Principles of nucleic acids structure. Springer: New York, 1984 
420 Izatt, R. M.; Christensen, J. J.; Rytting, J. H. Sites and thermodynamic quantities associated with proton 
and metal ion interaction with ribonucleic acid, deoxyribonucleic acid and their constituent bases, 




































Tabla 4.17. Determinación de los órdenes de reacción en la alquilación de Urd por AN 
Orden de reacción respecto a [AN] Orden de reacción respecto a [Urd] 
102  [AN]o 
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
10−4  vo  
(mU.A. s h-1)a 
104  [Urd]o  
(M) 
Veloc. inic. de reacción 
10−4  vo  
(mU.A. s h-1)b 
20,0 6,26 ± 0,10 0,5 0,54 ± 0,05 
10,0 3,38 ± 0,08 1,0 1,01 ± 0,08 
5,0 1,59 ± 0,05 2,0 2,00 ± 0,11 
3,0 0,81 ± 0,04 4,0 3,88 ± 0,10 
1,0 0,37 ± 0,05 6,0 5,27 ± 0,13 
0,5 0,21 ± 0,03  8,0 6,96 ± 0,16 
            (a)[Urd]o = 1 × 10−4 M ; pH = 9.3; T = 37,5 ºC  (b) [AN]o = 0,05 M; pH = 9.2; T = 37,5 ºC 
            Valores con sus desviaciones estándar. 
 
  
Figura 4.36. Órdenes de reacción respecto a: (a) [Urd] y (b) [AN]. 
 
 Sobre la base de los resultados obtenidos se propone el mecanismo reflejado en la 
figura 4.37 (pH > 8,0). 
 
 
Figura 4.37. Alquilación de Urd por AN (R* = ribosa) 
 
Del mecanismo propuesto se desprende la ecuación de velocidad (4.18). 




































































es la constante de velocidad de orden uno.  
 Como en el caso de la alquilación de Guo por AM, de la ecuación anterior se 














ε→∞ = ⋅ ⋅ ⋅
∆
 (4.20) 
Mediante ajuste de los datos a la ecuación 4.20 se obtiene el coeficiente de 
absorción molar del aducto ε (λ = 261 nm; T = 37,5 ºC) = (1,6 ± 0,4) × 106 U.A. M-1 cm-1. 
 Con el valor de ε se han calculado las constantes de velocidad de alquilación y los 
parámetros termodinámicos de activación. Las tablas 4.18 y 4.19 reflejan los resultados 
obtenidos. 
 




105  kalq  
(M-1 s-1)a 
15,0 0,14 ± 0,05 
20,0 0,35 ± 0,11 
25,0 0,84 ± 0,12 
30,0 1,23 ± 0,10 
35,0 2,01 ± 0,08 
37,0 2,50 ± 0,11 
37,5 2,82 ± 0,15 
40,0 3,30 ± 0,21 
                          (a) Valores con un intervalo de confianza del 95%. 
 






(J mol-1 K-1)a 
∆‡Go (35 ºC) 
(kJ mol-1)a 
84 ± 3 89 ± 3 45 ± 13 102 ± 3 
      (a) Valores con sus desviaciones estándar. 
 
Al comparar los valores obtenidos para las reacciones de alquilación de Urd (tabla 
4.19) y Guo (tabla 4.9) por AN, se observa que los valores de ∆‡Go son virtualmente 




iguales, mientras que los de ∆‡So y ∆‡Ho varían significativamente, lo que parece indicar que 
hay un efecto de compensación, coherente con un mismo mecanismo de reacción en los 
dos casos. 
 La reacción de alquilación de Urd por AC se investigó de forma análoga. La figura 
4.38 muestra, a título de ejemplo, uno de los cromatogramas obtenidos.  
Para la caracterización del aducto obtenido (cf. pico 2, figura 4.38) se obtuvo su 
espectro UV–Vis (figura 4.39), congruente con la estructura del aducto propuesto. El 
espectro H1–RMN no presenta ninguna señal a campo bajo (> 10 ppm), lo que es 
indicativo de que la alquilación transcurre en la posición N1. El espectro de masas muestra 
una señal a m/z = 301, correspondiente al ion [M + H]+. 
 
 
Figura 4.38. Cromatograma de la mezcla de reacción Urd–AC. 1: Urd,  
2: aducto Urd–AC (U.A. = unidades arbitrarias) 
 
 
Figura 4.39. Espectro UV–Vis del aducto Urd–AC 
 
Como en el caso de Guo, la alquilación de Urd por AC transcurre a pH neutro, sin 
desprotonamiento de la base pirimidínica. La reacción es de orden uno respecto a la 








































Figura 3.8. Alquilación de Urd por AC (R* = ribosa) 
 
 La correspondiente ecuación de velocidad es: 






= −  (4.21) 
Al integrar la ecuación anterior y expresar el resultado en términos de áreas 
cromatográficas, se obtiene la expresión 4.22. 
 
Urd









  (4.22) 
donde ∆t es el tiempo de elución y Urd Urdalq alq o´ [AC]k k= . Así es posible calcular el valor de la 
constante de velocidad de alquilación. Las tablas 4.20 y 4.21 resumen los resultados 
obtenidos. 
 




106  kalq  
(M-1 s-1)a 
15,0 0,21 ± 0,08 
20,0 0,34 ± 0,09 
25,0 0,44 ± 0,06 
30,0 0,88 ± 0,07 
35,0 1,85 ± 0,12 
37,5 2,80 ± 0,11 
40,0 3,84 ± 0,10 
                          (a) Valores con un intervalo de confianza del 95%. 
 






(J mol-1 K-1)a 
∆‡Go (35 ºC) 
(kJ mol-1)a 
89 ± 3 86 ± 3 75 ± 12 109 ± 3 
      (a) Valores con sus desviaciones estándar. 
 




Al comparar estos valores con los de las tablas 4.14 y 4.15 se observa que hay una 
diferencia apreciable en los valores de ∆‡Go que se traduce en velocidades de alquilación de 
Guo ~30 veces mayores que las de la alquilación de Urd por el mismo agente alquilante.  
La menor reactividad de Urd como substrato de alquilación probablemente se deba 
a la presencia de los dos grupos carbonilos adyacentes al N1, que deben reducir la 
nucleofilia en esta posición, lo que no ocurre en la molécula de Guo.  
Respecto a los demás α,β−UC, tras varias semanas de ensayo no se observó 
reacción significativa entre AM y AA con Urd (pH > 8,0). Como esos agentes alquilantes 
son los menos reactivos de la serie estudiada y como Urd presenta un potencial nucleofílico 















































































6.1. Alquilación de la 4–(p–nitrobencil)piridina (NBP) 
 
1. Los compuestos α,β−insaturados (α,β−UC) acrilamida (AM), acrilonitrilo (AN) y 
ácido acrílico (AA) presentan actividad alquilante sobre el substrato 4–p–(nitrobencil) 
piridina (NBP). No se ha observado reacción de alquilación por la acroleína (AC).  
2. La formación de los aductos (AD) NBP–α,β−UC, obedece a la ecuación de 
velocidad: 




v k= = −   
3. La secuencia encontrada, respecto al potencial alquilante de los α,β−UC, es la 
siguiente: AN > AM > AA > AC. 
4. Las constantes de velocidad de formación del aducto NBP–AN son ~10 veces 
mayores que las del aducto NBP–AM y ~100 mayores que las del aducto NBP–AA, lo que 
es congruente con el potencial carcinógeno/mutágeno de dichos compuestos. 
 5. Al aumentar la proporción de medio orgánico (dioxano), las velocidades de 
formación de los aductos disminuyen significativamente.  Este resultado es de interés ya 
que, al disminuir la constante dieléctrica del medio de reacción, se puede inhibir la 
capacidad alquilante de los α,β−UC, lo que puede ser de utilidad cuando se trabaja con 
medios hidrófilo/lipófilo, frecuentes en Ciencia y Tecnología de los alimentos.  
6. Las reacciones de alquilación de NBP por α,β−UC, que transcurren por 
mecanismos de adición de Michael controlados entálpicamente, son moderadamente 
aceleradas por grupos aceptores de electrones. 
 
6.2. Alquilación de nucleósidos 
 
 6.2.1. Alquilación de guanosina 
 
1. Los compuestos AN, AM y AC presentan actividad alquilante sobre el 
nucleósido guanosina (Guo). No se ha observado reacción de alquilación por AA. 
2. En un mismo medio, la reacción de alquilación de Guo por AC transcurre por un 
mecanismo diferente al de las reacciones de alquilación por AN, AM y AA.  
3. AC es el agente de mayor potencial alquilante de los α,β−UC. Reacciona con 
Guo en su forma neutra (pH celular), mientras que los otros agentes alquilantes lo hacen 
con la forma desprotonada, Guo− (pH > 8,0). Este resultado es de interés, ya que puede 
extrapolarse a medios biológicos y ayuda a entender los efectos genotóxicos que AC puede 
causar in vivo. 




4. La secuencia, respecto al potencial alquilante de los α,β−UC sobre Guo, es la 
siguiente: AC > AN > AM > AA. 
 5. Se ha encontrado correlación entre reactividad química de los α,β−UC 
(parámetros cinéticos de sus reacciones con Guo) y mutagenicidad. 
 6. Las reacciones de alquilación de Guo por AN y AM transcurren por sendos 
mecanismos de adición de Michael, reversible en el primer caso e irreversible en el 
segundo. La constante del equilibrio de formación del aducto Guo–AN es KAN (37 ºC) =   
5 × 104. 
 7. La formación del aducto (AD) Guo–AN está regida por la ecuación de velocidad 
siguiente: ( )Guo Guoalq o o dealq
d[AD]












 8. La baja barrera de energía (~10 kJ mol-1) necesaria para revertir la reacción de 
alquilación de Guo por AN refleja, en términos cuantitativos, la fácil reversibilidad de esta 
reacción que, consecuentemente, facilita mecanismos de reparación. 
 9. La alquilación de Guo por AM transcurre de acuerdo con la ecuación de 














 10. Los valores de los coeficientes de velocidad y de las energías libres de 
activación, ∆‡Go, de las reacciones de alquilación de los substratos NBP y Guo son 
mutuamente congruentes. 
11. Durante la alquilación de Guo por AC se forman dos aductos isoméricos: 
α−OH–Guo y γ−OH–Guo. Las constantes de velocidad de formación del aducto α (el 
isómero mayoritario) son 1,5 veces mayores que las del aducto γ.  
 12. La formación del aducto α−OH–Guo obedece a la ecuación de velocidad: 
( )alq, o o
d[AD ]





α α= − . Una ecuación similar se observa en la formación 
del aducto γ−OH–Guo. 
 13.  La coherencia de los resultados obtenidos con los substratos de alquilación 
NBP y Guo, con resultados precedentes obtenidos en nuestro grupo, tanto con electrófilos 
fuertes (de alto poder mutágeno/cancerígeno; e.g. β−propiolactona), como con moléculas 
de electrofilia débil (e.g. sorbatos, especies de destacado interés industrial por su empleo 
como conservantes), permiten considerar al ensayo de NBP como una prueba sencilla, 
biomimética, de carácter predictivo. 
 




 6.2.2. Alquilación de uridina 
 
 1. Los compuestos AN y AC presentan actividad alquilante sobre el nucleósido 
uridina (Urd). No se ha observado reacción de alquilación por AM y AA. 
 2. Mientras que la alquilación de Urd por AN transcurre a valores de pH > 8,0 
donde el nucleósido está en forma desprotonada (Urd−), la alquilación por AC se da con 
Urd en su forma neutra.  
3. En términos generales, la secuencia sobre el potencial alquilante de los α,β−UC 
sobre Urd es la siguiente: AC > AN > AM ~ AA. 
4. Los valores de ∆‡Go para las reacciones de alquilación de Urd y Guo por AN son 
virtualmente iguales, mientras que los de ∆‡So y ∆‡Ho varían significativamente. Esto parece 
indicar que hay un efecto de compensación coherente con un mismo mecanismo de 
reacción en los dos casos. 
 5. La alquilación de Urd por AN transcurre de acuerdo con la ecuación de 














6. La formación del aducto, AD, entre Urd y AC obedece a la ecuación de 
































Para Niels Bohr –y quizás para Thomas Mann– hay dos clases de verdades: 
las triviales, donde lo opuesto es obviamente absurdo, y las profundas, 
que se reconocen porque lo contrario es también una verdad profunda 
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